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OZET

Bu calismada Tiirkiye'nin farkli bolgelerinden toplanan on bes Tanacetum tiiriiniin genetik
benzerliklerinin tespiti i¢in RAPD ve ISSR markerleri kullanildi. RAPD analizinde tiirler
arasinda ortalama % 88.8 polimorfizm tespit edilmistir. Benzerlik matriksi en diisiikk genetik
benzerligin T. vulgare ve T. Heteroatom (0.198) arasinda, en yiiksek genetik benzerligin ise T.
nitens ve T. heteroatom (0.938) arasinda oldugunu ortaya koymustur.

ISSR primerlerinden elde edilen polimorfik bant yiizdesi % 76.9 ile % 100 arasindadir. Tiirler
arasindaki benzerlik matriksi en diisiik genetik benzerligin T. nitens ve T. angyrophyllum
arasinda (0.238), en yiiksek genetik benzerligin ise T. argenteum ve T. nitens (0,891)
arasinda oldugunu ortaya koymustur.

RAPD ve ISSR analizlerinin veri kombinasyonu, tiirlerin iki ana gruba ayrildigi ana
bilesenlerin analizine tabi tutulmustur. Grup I' de 13 tiir, grup 2'de 2 tiir yer aldi. Benzerlik
matris degerleri 0.186 ile 0.813 arasindadir. Caligmadan elde edilen sonuglar ISSR ve RAPD
tekniklerinin, Asteraceae familyasindaki genetik cesitlilik ve benzerlik gibi tiirlerin genetik
iligkilerinin ¢ézlimiinde giiglii bir ara¢ oldugunu gostermistir.
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ABSTRACT

In this study, RAPD and ISSR markers for the detection of genetic similarity of fifteen Tanacetum
species collected from different regions of Turkey were used. In the RAPD analysis, an average of
88.8% polymorphism was detected among the species. The similarity matrix revealed that the lowest
genetic similarity was between T. vulgare and T. Heteroatom (0.198) and the highest genetic similarity
was between T. nitens and T. heteroatom (0.938).

The percentage of polymorphic band obtained from ISSR primers is between 76.9% and 100%. The
similarity matrix between species revealed that the lowest genetic similarity was between T. nitens and
T. angyrophyllum (0.238), while the highest genetic similarity was between T. argenteum and T. nitens
(0.891).

The data combination of RAPD and ISSR analyzes was subjected to the analysis of the major
components in which the species were divided into two main groups. There were 13 species in group |
and 2 species in group 2. Similarity matrix values are between 0.186 and 0.813. The results of the study
showed that ISSR and RAPD techniques are a powerful tool for solving genetic relationships of species
such as genetic diversity and similarity in Asteraceae family.
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GIRIS

Bitkiler geleneksel tibbin temelini olusturmaktadir (Boroushaki vd., 2010). Giiniimiizde ilaclarin yan etkileri ve metabolizma
iizerindeki kimyasal iceriklerinden dolay: bitkisel kokenli ilaglara diinya genelinde bir egilim vardir. Diinya Saghk Orgiitii
(WHO) raporlarina gore, son yirmi yilda kullanilan ilaglarin %25'i dogrudan bitkilerden elde edilmekte olup, Belcika (%31),
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Avustralya (%48), Fransa (%49), Kanada (%70) ve Almanya (%77) gibi birgok gelismis iilke geleneksel bitkisel tedavi
yontemlerini glinlimiiz saglik sistemlerine uyarlamiglardir (WHO, 2016).

Tibbi ve aromatik bitkiler sinifindaki Asteraceae familyas: bitkilerinden elde edilen ekstreler lizerinde yapilan ¢aligmalar
farkli biyolojik aktiviteleri dogrulamaktadir. Asteraceae familyas: bitkilerinin antifungal, antihipertansif, diiiretik ve
antelmintik 6zelliklere sahip oldugu bildirilmistir (Chiasson vd., 2001, Lahlou wvd., 2007, Lahlou vd., 2008,
Hassanpouraghdam vd., 2009, Erecevit vd., 2011, Kumar ve Tyagi, 2013, Baranauskiene vd., 2014, Stojkovi¢ vd., 2014,
Godinho vd., 2014). Ayrica son zamanlardaki ¢aligmalarda Tanacetum balsamita L. ve Tanacetum vulgare L.’nin
antibakteriyel ve antioksidan aktivitesi (Baczeq vd.,2017), T. Parthenium ekstraktinin Herpes simpleks tip 1 (HSV-1) viriis
enfeksiyonuna karsi inhibe edici oldugu ve terapétik etki gosterdigi (Erica vd., 2019), Tanacetum macrophyllum’un esansiyel
yaginin tiimor hiicrelerine karsi sitotoksik oldugu ve antioksidan 6zelligi gosterdigi tespit edilmistir (Venditti vd., 2018) .
Diinyada yaklasik 23.000 tiirtin bulundugu Asteraceae, Tiirkiye'nin en biiylik bitki ailesinden biridir (Ayta¢ ve Duman, 2013;
Oztiirk ve Cetin, 2013; Yildiz vd., 2013; Korkmaz vd., 2015). Tanacetum L., Asteraceae familyasinin en biiylik iiclincii
cinsidir (Sonboli vd., 2012). Cins, diinya ¢apinda yaklasik yiiz altmus tiir tarafindan temsil edilmektedir. Tanacetum cinsine ait
bitkiler, kuzey yarimkiirenin iliman bolgesi boyunca Avrupa, Asya, Kuzey Afrika ve Kuzey Amerika'da yaygin olarak
dagilmigtir (Heywood, 1976). Cogunlukla ¢ok yillik, nadiren yillik tiirlerdir (Oberprieler v., 2007).

Bazi cins tiirleri yaygin olarak yetistirilmektedir. Tirkiye'de kirk alti tiir vardir (Giliner, 2012). Endemik tiir sayist 26,
endemizm oran1 %57'dir (Sonboli vd., 2012; Ayta¢ ve Duman, 2013; Korkmaz vd., 2015, Selvi ve Korkmaz, 2016).

Bu calismada, tibbi ve aromatik bitki sinifinda yer alan sifali bitki olarak halk arasinda gelencksel yontemlerle kullanilan
Tanacetum tiirlerinin genetik benzerliginin tespiti amaglanmustir.

MATERYAL VE YONTEM

Taksonomik calismalar

Bu calismanin materyalini, Tiirkiye'deki farkli bolgelerden toplanan on bes Tanacetum tiirii olusturmaktadir. Bitki
orneklerinin bilimsel isimleri Grierson (1975) ve Giiner (2012) yardimiyla belirlenmistir. Ayrica, fitocografik bolgeler ve
calisilan taksonlarin endemizmi belirlenmistir. Dokuz takson Irano-Turanian, bir tanesi Avrupa-Sibirya unsurlariydi.
Digerlerinin fitocografik bolgeleri bilinmiyordu. Endemik takson sayisi yedi (%47) idi (Cizelge 1). Taksonomik
calismalardan sonra Erzincan Binali Yildirim Universitesi Biyoloji Boliimii Herbaryumunda her taksonun herbaryum ornegi
korunmustur.

Cizelge 1. Calismada kullanilan Tanacetum tiirlerine ait detaylar.

Takson ad1 Kayit numarasi Fitocografik bolge Endemism

T. abrotanifolium Kandemir 6545 Irano-Turanian -

T. argenteum Kandemir 6202 Irano-Turanian Endemik
T. argyrophyllum subsp. argyrophyllum Kandemir 4047 Irano-Turanian Endemik
T. armenum Korkmaz 2344 - -

T. aucherianum Kandemir 6366 Irano-Turanian

T. balsamitoides Korkmaz 2727 - -

T. eginense Kandemir 10178 Irano-Turanian Endemik
T. heterotomum Kandemir 6063 Irano-Turanian Endemik
T. kotschyi Korkmaz 2709 Irano-Turanian -

T. mucroniferum Kandemir 5573 Irano-Turanian Endemik
T. nitens Kandemir 5475 - Endemik
T. parthenium Kandemir 5512 - -

T. punctatum Kandemir 5887 Auro.-Siberian.

T. vulgare Kandemir 10059 -

T. zahlbruckneri Kandemir 4253 Irano-Turanian Endemik

Genomik DNA ekstraksiyonu

Bitki numunelerinin RAPD ve ISSR metotlar1 analizi i¢gin DNA &rnekleri izole edilmistir. DNA izolasyonu, Shagai-Maroof ve
arkadaglarinin protokoliinde kiigiik degisikliklerle yapilarak gergeklestirilmistir (1984). Toplam DNA konsantrasyonlarini
belirlemek icin izole edilen DNA’lar ACTGene Spektrofotometre (ACTGene UVIS-99, NJ, ABD), ile A260 / 280 O.D’de
Olciilmiis ve tiim 6rneklerin DNA's1 0,5 pg' ye ayarlanmustir.

RAPD analizi

RAPD analizinde kullanilan primerler ve sekans bilgileri Cizelge 2'de verilmistir. RAPD PCR bilesenleri ve miktarlar1 ise
Cizelge 3'te verilmistir. Thermalcycler (Eppendorf Com.), Cizelge 4'te verilen degerlerde programlanmigtir. PCR sonunda
elde edilen iiriinler +4 °C'de stoklanmustir.
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Cizelge 2. RAPD ve ISSR' da kullanilan primerler ve sekans bilgileri

Marker Primer

Sekans (5°-3°)

Marker Primer

Sekans (5°-3)

OPW 6 5-AGGCCCGATG-3’ UBC810 (GA8)T
OPB 10 5°-CTGCTGGGAC- 3’ UBC842 (GA)BYG
OPK 19 5’- CACAGGCGGA- 3’ UBC868 (GAA)
RAPD  OPH 16 5-TCTCAGCTGG - 3’ SBS812 (AC)8G
ISSR
OPY 1 5°- GTGGCATCTC- 3’ SBS826 (GA)8T
OPY 15 5-AGTCGCCCTT -3’ UBC818 (CA)BG
OPH 10 5’-CCTACGTCAG - 3’ UBC808 (AG)8C
UBC829 (TG)8 C
Cizelge 3. RAPD analizi i¢in PCR bilegenleri ve degerleri
Bilesen Miktar (ul)
10 x Buffer 2
Taq DNA Polimeraz (5 birim) 1
dNTP (10 mM) 0.5
RAPD primer (5uM) 1
Ultra saf su 13.25
Genomik DNA 1 (50ng)
MgCl, 1.25
Cizelge 4. RAPD PCR dongiisii sayilari ve siireleri
Dongii adi Siire Sicakhik Dongii sayisi
Baslangig 2 dk. 95°C 1
Denatiirasyon 30 sn. 95°C 2
Primer baglanma 1 dk. 37°C 1
Uzama 2sn. 72°C 2
Denatiirasyon 30 sn. 95°C 41
Primer baglanma 1 dk. 35°C 1
Uzama 2 dk. 72°C 1
Son uzama 5 dk. 72°C 1
Bekleme ) 4°C 1
ISSR analizi

ISSR analizinde kullanilan primerler ve sekans bilgilerine ait detaylar Cizelge 2'de gosterilmistir. Cizelge 5'te ise ISSR
reaksiyon bilesenleri ve bunlarin miktarlar1 verilmistir.

Cizelge 5. ISSR analizi i¢in PCR bilesenleri ve degerleri

Bilesen Miktar (ul)
Genomik DNA 40 ng
Reaksiyon buffer 2U

dNTPs 200nM

Tag DNA polimeraz 1uU

1.5 mM MgCl, 1.25

0.5 Primer mM 1U

Thermalcycler (Eppendorf Com.), Cizelge 6'da verilen degerlerde programlanmustir.

Cizelge 6. ISSR-PCR dongiisii sayilari ve siireleri

Dongii adi Siire Sicaklik Dongii sayisi
Ilk denatiirasyon 5 dk. 94°C 1
Baglanma 45 sn. 94°C 35
Sonlanma 1dk. 72°C 1

Son uzatma 7 dk. 72°C 1
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Elektroforez

Elde edilen PCR iiriinleri agaroz jeli lizerinde ¢alistirildi. Bunun i¢in 0.7 g Agaroz 10 ml TBE (Tris / Borat / EDTA) pH 8
eklenmis ve damitilmis su ile 100 ml'ye saflastirilmis ve bir mikrodalga firinda isitilmig ve 2 ul Ethidium Bromide
eklenmistir. Ornekler, 100 dakika boyunca 90 voltta elektroforezde yiiriitiildii ve bir UV kamera ile goriintiilendi.

Data analizi

Elde edilen RAPD ve ISSR PCR iiriinleri, her genotip i¢in ve 1 bant kaybr icin analiz edildi. Bu veriler ve Jaccard (1908)
benzerlik endeksi hesaplanmis ve UPGMA dendrogramu elde edilmistir. Bu ¢alismada tiim deneyler ti¢ kez tekrar edildi.
BULGULAR

RAPD analizi
Toplam on bes tiir Tanacetum, RAPD primerleri ile PCR yapild1 ve elde edilen bantlar goriintiilendi (Sekil 1).
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Sekil 1. Tanacetum tiirlerinin RAPD analizinde kullanilan OPW-6 primerinden elde edilen amplifikasyon sonuglari.

RAPD analizimizin sonuglari, Tablo 7'de 6zetlenmistir. Segilen 7 RAPD primerlerinden 15 Tanacetum tiirii (Tablo 7) iginde
63 bant elde edilmistir (bunlardan 56 tanesi polimorfiktir). Calisilan tiirler arasinda ortalama polimorfizm % 88.8’dir. Bant
sayisit 7 (OPB 10, OPK 19, OPY 1) ile 15 (OPH 16) arasinda degismekte olup, biiyiikliikleri ise 300 ile 2000 bp arasindadir.

Benzerlik matriksi en diisitk genetik benzerligin (0.198) T. vulgare ve T. heteroatom arasinda oldugunu gosterdi.
Ozellikle, T. nitens ve T. heteroatom en yiiksek genetik benzerligi ortaya koymustur (0.938).

ISSR analizi

Bu ¢alismada, toplam 34 primerin taranmasiyla berrak ve tekrarlanabilir bantlar gosteren 8 primer elde edildi. Bu sekiz primer
daha sonra onbes Tanacetum tiiriiniin genetik ¢esitliligini analiz etmek i¢in kullanildi. ISSR analizinin sonuglari, Cizelge 7'de
verilmistir. 200 ila 2300 bp arasinda degisen toplam 94 fragman, primer basina ortalama 11,75 bant elde edilmistir. Her
primer 9-15 bant tiretmistir. Ayrica her primer tarafindan iiretilen polimorfik bant yiizdesi % 76.9 ile % 100 arasindadir.
Benzerlik matriksi indeksi en diisiik genetik benzerligin (0.238) T. nitens ve T. angyrophyllum arasinda oldugunu gostermistir.
T. argenteum ve T. nitens en yiiksek genetik benzerligi ortaya koymustur (0,891).
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Cizelge 7. RAPD ve ISSR analizlerinden elde edilen veriler

Marker Primer Amp. bant uzunlugu Bant sayisi Polimorfik Bant Sayisi Polimorfizm Oram (%)
OPW 6 300-2000 10 9 90
OPB 10 800-975 7 6 85.7
OPK 19 700-1500 7 6 85.7

RAPD OPH 16 300-2000 15 14 93.3
OPY 1 750-2000 7 6 85.7
OPY 15 700-1500 9 8 88.8
OPH 10 600-2000 8 7 87.5
Toplam 300- 2000 63 56 88.8
UBC810 350-1200 14 11 78.6
UBC842 300-2000 9 9 100
UBC868 200-1800 13 12 923
SBS812 300-3000 10 9 90

ISSR SBS826 500-2800 13 10 76.9
UBC818 300- 1700 9 7 7.7
UBC808 400- 1500 11 9 81.8
UBC829 500- 2300 15 13 86.6
Toplam 200- 2300 94 80 85.1

RAPD ve ISSR analizlerinin kombinasyonu
UPGMA kiimesi, RAPD ve ISSR belirteclerinden bir veri kombinasyonu kullanilarak olusturulmustur (Sekil 4). 15
Tanacetum tiirii iki ana gruba ayrildi (1 ve 2). Kiime 1, 2 alt gruba béliinmiistiir: ilk alt kiimeyi T. zahlbruckneri, T. nitens, T.
aucheranum, T.eginense, T. argenteum, T. parthenium, T. heteroatom, T. kotschyi, T. armenum, T. Punctatum olustururken, T.
balsamita, T. mucroniforum, T. abrotanifolium diger alt kiimeyi olusturmustur. Kiime 2, T. vulgare, T. angyrophyllum'dan
olugmaktadir (Sekil 4). Benzerlik matris degerleri 0.186 ile 0.813 arasindadir.

Dendrogram using Average Linkage (Between Groups)
Reac. et Combine

T. beterotomum
T argenteum

T aucherianum

T abrotanifolium
T zahlbruckneri

T punctatum
T balsamitordes
T mucroniferum

T parthenium

=T

o | ]

T. argyrophyllum subsp.
argyrophyllum
T kotschyi

T vulgare

Sekil 2. RAPD belirtegleri tarafindan ortaya konan 15 Tanacetum tiirii 6rnegi arasindaki kiimelenme modelini gosteren

dendrogram.

Dendrogram using Average Linkage (Between Groups)
Rescaled Bistance Chister Combine

T argyrophylivem
wrgyrophyfiur

Sekil 3. ISSR markerleri tarafindan ortaya konan 15 Tanacetum tiirii 6rnegi arasindaki kiimelenme modelini gosteren

dendrogram.



27

Dogan et al. / Manas Journal of Agriculture Veterinary and Life Sciences 9 (1) (2019) 22-29

Dendrogram using Average Linkage (Between Groups)
Rescated Distance Cluster Combine

Sekil 4. RAPD ve ISSR markérleri tarafindan ortaya konan 15 Tanacetum tiirii drnegi arasindaki kiimelenme modelini
gosteren dendrogram.

TARTISMA

Bazi Tanacetum tiirleri 6nemli sifali bitkilerdendir ve Avrupa Ilag¢ katalogunda migrenin profilaksisi icin bitkisel ilaclardan
birisi olarak listelenmistir (Wichtl, 2004; European Pharmacopoeia 8th, 2008). Tanacetum cinsinin bitkileri, anti-enflamatuar
ve anterminik de dahil olmak iizere birgok tibbi amacla, yillardir geleneksel tip uygulamalarinda kullanilmaktadir (Onozato
vd., 2009; Rosselli vd., 2012).

Bu ¢alismada, iilkemizde yetisen Tanacetum tiirlerinin diinya genelinde tibbi ve aromatik bitkilere yonelim nedeniyle RAPD
ve ISSR tekniklerini kullanilarak genetik benzerlikleri arastirilmistir. Akrabalik derecesinin tespitinde molekiiler
yontemlerden faydalanilmistir. Modern teknolojideki gelismelerle birlikte akrabalik derecesinin tespitinde morfolojik
incelemelerin yerini molekiiler teknikler almistir. Molekiiler ve biyokimyasal belirtegler, tiirler arasi ve tiirler aras1 genetik
benzerligin belirlenmesinde 6énemli araglardir (Chahal, 2002; Mort, 2003; Bacchetta vd., 2013; Mukherjee vd., 2013; Dogan
vd., 2015; Ercisli vd., 2015).

Daha onceki calismalarda da akrabalik derecesinin tespitinde RAPD analizlerinden yararlanilmistir. Ornegin Asteraceae
familyasindan Carthamus tinctorus L. tiirlerinin genetigi RAPD teknigi ile degerlendirilmis ve %88.7 polimorfizm tespit
edilmistir (Rehman vd., 2015). Yine, Eclipta alba'min Asteraceac familyasindan genetik benzerligi RAPD belirtegleri ile
degerlendirilmis ve %91.38 polimorfizm tespit edilmistir (Pendkar vd., 2015). Bu ¢alismada da, Tanacetum tirleri arasinda
RAPD analizi sonuglar1 % 88.8 polimorfizm degerini vermistir. Bacchetta vd., (2013) Lamyropsis microcephala (Asteraceae)
tirlerindeki genetik cesitliligi ISSR teknigi ile aragtirmislar ve %64.4 polimorfizm tespit etmislerdir. Shafie vd., (2011)
caligmalarinda, ISSR ile Artemisia capillaris genetik ¢esitlilik analizi yapmiglar ve %66.67 oraninda polimorfizm tespit
edilmistir. Tanacetum tiirlerinin genetik ¢esitliligini belirlemek igin kullandigimiz ISSR analizinden %85.1 polimorfizm elde
edilmistir.

RAPD analizleri ile elde edilen dendrogram sonuglarina gore, T. argenteum, T. eginense, T. heterotomum, T. mucroniferum,
T. nitens ve T. zahlbruckneri endemikleri ayni1 kiimede bulunurken, ISSR dendrogram sonuglarina gére T. argenteum, T.
eginense, T. heterotomum, T. nitens ve T. zahlbruckneri aym endemik kiimesindedirler. Ek olarak RAPD ve ISSR
dendrogram sonuglarinda, T. argenteum, T. zahlbruckneri, T. mucroniferum, T. nitens, T. eginense ve T. heterotomum
endemikleri aym kiimede olduklari belirlenmistir. RAPD dendrogram sonuglarina gére T. abrotanifolium, T. argenteum, T.
Aucherianum, T. Eginense, T. heterotomum, T. mucroniferum ve T. zahlbruckneri tanacetum tiirleri ve ISSR dendrogram
sonuglarma goére ise T. abrotanifolium, T. argenteum, T. Aucherianum, T. Tinense, T. Heterotomum, T. kotschyi ve T.
zahlbruckneri tanacetum tiirleri Fitocografik bolge degerlendirmesi kapsaminda iran-Turan bolgesindeki ayni kiimede
olduklar belirlenmistir.

Diinya genelinde geleneksel tip uygulamalarina ve kimyasal icerikli ilaglar yerine tibbi ve aromatik bitkilere yonelim
kullanilan bitkilerin akrabaliklarin1 6nemli hale getirmistir. Bu ¢alismada da farkli tibbi etkileri olan sifali bitkilerden kabul
edilen Tanacetum tiirlerinin akrabaligt RAPD ve ISSR molekiiler yontemleri ile bagarili bir sekilde tespit edilmistir.
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