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Bu galisma kapsaminda Turkiye’'nin serpantin boélgelerine endemik ve kisa bir sire
once Pseudosempervivum cinsinden Noccaea cinsine transfer edilmis Ug turt (N.
aucheri, N. mummenhoffiana ve N. sempervivum) iceren N. aucheri Tur
Kompleksi’'nin tlr sinirlari incelenmistir. Kompleks igerisindeki turlerin sinirlarini
kesin bir gekilde cizebilmek, taksonomik problemleri gidermek, hatali dagilim
verilerini guncellemek icin gerceklestirilen arazi galigmalariyla birlikte, yuksek
¢ozunurliklG genomik veri ve numerik taksonomik yontemler kullaniimigtir.
Calisma materyalini olusturan érnekler, calisma kapsaminda gergeklestirilen arazi
calismalarindan ve gesitli herbaryumlardan temin edilmigtir. Numerik taksonomik
analizler icin, literatirde verilen ve bu turlerin ayriminda kullanilan karakterlere ek
olarak birgok farkh karakter 6l¢gulmus ve incelenmigtir. Bunun yani sira Restriction

site associated DNA markers (RADseq) dizileme ydntemiyle tim genomun farkh



bdlgelerinden rastgele dizilenmis 200 Ilokusla popullasyon seviyesinde
gerceklestirilen ¢ok turli koalesent tabanh filogenomik analizler ve tur
sinirlandirma analizlerinin morfolojik, cografi ve ekolojik bilgilerle degerlendiriimesi
sonucunda bu tlr kompleksini olusturan tirlerin tek bir poliformik tirt temsil ettigi
anlasiimistir. Sonug¢ olarak; N. mummenhoffiana ve N. sempervivum tdrlerinin
oncelik kuralh geredi N. aucheri tirindn sinonimi olarak degerlendiriimesi dnerilmis

ve bu polimorfik tar i¢in yeni bir betim hazirlanmistir.

Anahtar Kelimeler: Brassicaceaea, Numerik taksonomi, Noccaea, RADseq, Tur

sinirlandirmasi



ABSTRACT

SPECIES DELIMITATION OF NOCCAEA AUCHERI
(BRASSICACEAE) SPECIES COMPLEX USING HIGH-
THROUGHPUT GENOMIC DATA AND NUMERICAL TAXONOMY

ligin Deniz CAN

Master of Science, Department of Biology
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Baris 0ZUDOGRU

August 2020, x+75 pages

In this study, species limits of N. aucheri species complex which is endemic to
serpentine areas of Turkey and transferred from Pseudosempervivum to Noccaea
recently were investigated. High-throughput genomic data and numeric
taxonomical methods have been used together with the field studies carried out to
accurately draw the boundaries of the species in the complex, to solve taxonomic
problems, and to update suspiciously distribution data. Study materials were
obtained from both field and herbarium studies. For numeric taxonomical analysis,
in addition to the characters given in the literature and used to distinguish these
species, many different characters have been measured and studied. In addition,
coalescent-based phylogenomic analyzes and species delimitation methods were
performed at the population level with 200 loci sequenced randomly from different

regions of the genome using the restriction site associated DNA markers



(RADseq) sequencing method. All results were integrating with morphological,
geographic, and also ecological data and eventually, it has been found that the
members of this species complex represent a single polymorphic species. As a
result, N. mummenhoffiana and N. sempervivum were placed under the name N.
aucheri because of the priority rule, and the new description was prepared for this

polymorphic species.

Keywords: Brassicaceaea, Numerical taxonomy, Noccaea, RADseq, Species

delimitation.
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1. GIRIS

1.1. Brassicaceae Familyasi ve Pseudosempervivum

Brassicaceae veya Cruciferae (Hardalgiller), sahip oldugu tir sayisiyla cicekli
bitkiler icerisindeki en buyuk dikotil bitki familyalarindan birisidir. Brassicales
ordosuna mensup familya, 52 tribus, 348 cins ve dunya genelinde dagihm
gbsteren 4065 tire sahiptir (Ozgisi ve ark., 2018; Oziidogru ve ark., 2019;
BrassiBase ,https://brassibase.cos.uni-heidelberg.de/ erisim tarihi: 18.10.2019).

Familya icin kullanilan Cruciferae ismi, ha¢ seklinde karsilikli dizilmis 4 petalden
olusan cicek yapisindan gelmektedir. Bu ¢icek yapisi familya i¢in blylk oranda
karakteristik olmasinin yani sira petal renklerinde ve cicek simetrisinde farkliliklar
gorulebilmektedir. Bu karakteristik gicek yapisi disinda ikisi kisa, dordu uzun
toplam 6 stamen ve septum tarafindan ikiye bolinmus kapsul meyve yapisi
familyaya ait belirgin ayirt edici 6zelliklerdendir. Ote yandan familya, yaprak,
trikom, meyve sekli gibi karakterler agisindan 6nemli 6lgtide morfolojik cesitlilik

sergiler (Franzke ve ark., 2011; Anjum ve ark., 2012; Nikolov ve ark., 2019).

Brassicaceae familyasi Antarktika hari¢ tim kitalari kapsayacak sekilde genis bir
dagilim gdstermektedir (Sekil1.1). Dagilimin blyuk kismi Kuzey Yarimkuire'nin
ihman bdlgelerinde gorulmekle birlikte Glney Yarimkure'de de yayilis gosteren ve
bazilari endemik olan ¢ok sayida tur, cins hatta tribus bulunmaktadir. Familyanin
tropik bolgelerdeki dagilimi ise daglik ve alpin bdlgelerle sinirlidir (Lysak ve Koch,
2011; Mandakova ve ark., 2012; Anjum ve ark., 2012; Salariato ve ark., 2016).



Sekil 1.1. Brassicaceae turlerinin Dlnya geneli dagilim haritasi (Lysak ve Koch,
2011)

Brassicaceae familyasinin diinya ¢apindaki genis yayilisinin yanisira tur gesitliligi
her bolgede esit dagiimamaktadir (Koch ve Kiefer, 2006). Familyanin en énemli
cesitlilik merkezlerini iran-Turan Fitocografik Bélgesi (150 cins, 900 tiir, 530
endemik tdr) ve Akdeniz Bolgesi (113 cins, 630 tur, 290 endemik tir)
olusturmaktadir. Saharo-Sindian Fitocografik Bolgesi'nde (65 cins, 180 tur, 62
endemik tur) ve Kuzey Amerika’da (99 cins, 778 tur, 600 endemik tur) ise bu
cesitlilik dismektedir. Bu dusus, Guney Yarimkure’de (Gliney Amerika’da 40 cins
ve 340 tur; Guney Afrika’da 15 cins ve 100 civarinda tur; Avustralya ve Yeni
Zelanda’da19 cins ve 114 tur) artarak devam etmektedir. Bu dagilim éruntistinden
yola cikarak familyanin iran-Turan Fitocografik Bolgesi'nden kdken almig

olabileceg@i dugunulmektedir (Franzke, 2009; Lysak ve Koch, 2011).

Brassicaceae familyasi ekonomik ve tarimsal olarak olduk¢ga dnemli; endustriyel
yag, tohum, sebze, baharat ve yem olarak kullanilan birgok bitki tirinU (lahana,
brokoli, karnabahar, yaban turpu, salgam, hardal, kanola vb.) icermektedir (Lysak
ve Koch, 2011). Bunun yani sira familya dinya ¢apinda en ¢ok caligilan model
organizmalardan birisi olan ve tum genomu dizilenen ilk gigekli bitki Arabidopsis
thaliana (L.) Heynh. (The Arabidopsis Genome Initiative, 2000) ve Brassica



oleracea L. tir kompleksi gibi bilimsel olarak dnemli bitki tlrlerine de sahiptir
(Beilstein, 2006; Lysak ve Koch, 2011) Arabidopsis Schur. ve Brassica L. turlerine
ek olarak, familyanin diger taksonlari da biyotik ve abiyotik stres toleransi, genom
evrimi, poliploidi ve c¢esitli morfolojik arastirmalar gibi farkl alanlardan birgok
¢alismaya konu olmustur. Gunimuzde Brassicaceae’ye ait ¢ok sayida genomik ve
genetik kaynaklar kullanima agiktir. Ayrica karasal bitkiler arasinda turlesme hizi
en yuksek olan familyalardan birisidir. Bu 6zellikleriyle Brassicaceae, evrimsel
arastirmalarda model olmak icin oldukga uygun bir familyadir (Hohmann ve ark.,
2015; Huang ve ark., 2016).

Brassicaceae familyasinin siniflandiriimasi goérece yakin bir zaman &ncesine
kadar geleneksel olarak meyve tipi ve sekli gibi sinirli morfolojik karakterler g6z
Oonune alinarak yapilmaktaydi. Ancak sistematikte molekuler verilerin kullaniminin
artmasiyla birlikte familyanin tribus dizeyindeki siniflandiriimasinda kokten
degisiklikler olmusg ve onceleri 25 olarak kabul edilen tribus sayisi simdilerde 52’ye
kadar ylUkselmigtir. Gunumuizde bu 52 tribus, bazi alt soylar da tanimlanmis
olmakla beraber genel olarak 4 ana soy hatti (Aethionemeae, Soy I-1I-1ll) altinda
degerlendiriimektedir (Huang ve ark., 2016; Nikolov ve ark. 2019; Oziidogru ve
ark., 2019; https://brassibase.cos.uni-heidelberg.de/ erisim tarihi: 18.10.2019).

Familyanin 4 ana soy hattindan genisletiimis soy |l igerisindeki Cochlearieae
tribusu Cochlearia L. ve lonopsidium Rchb. cinsleri altinda 29 tur iceren kuguk bir
tribustur. Ozellikle Avrupa ve Arktik bolgelerde dagihimi gorilen tribusun
uyelerinden Cochlearia, taksonomik durumu zaman igerisinde degisiklige ugramis
cinslerden Dbirisidir. Cins, Rus botanik¢i Pobedimova’nin 1970 yilindaki
revizyonuna kadar Cochlearia, Glaucocochlearia O.E. Schulz,
Pseudosempervivum (Boiss.) Grosh. ve Hilliella O.E. Schulz. olmak Uzere 4
seksiyon altinda incelenmistir. Bu revizyon ve sonraki yillarda gergeklestirilen
molekuler filogenetik ¢alismalar sonucunda, cinsin taksonomisinde o6nemli
degisiklikler yapimigtir. Bu degisikliklerden birisi Asya kokenli
Pseudosempervivum’u Avrupa kokenli ve Glneydogu Asya’da dagilimi olmayan

Cochlearia’nin bir seksiyonu olmaktan c¢ikarip, ayri bir cins olarak kabul etmek
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olmustur. GlUnUmuzde ise Pseudosempervivum cinsine yerlestirilmis tdrler,
Coluteocarpeae tribusunun altinda degerlendiriimektedir (Pobedimova, 1970;
Koch, Mummenhoff ve Hurka, 1999; Al-Shehbaz, 2012; German, 2017; Bruholt,
2019; BrassiBase, 2019).

Pseudosempervivum, Turkiye Florasi 1. ciltte, Cochlearia cinsi altinda verilen ¢
tur (P. sempervivum (Boiss. & Balansa) Pobed., P. aucheri (Boiss.) Pobed. ve P.
sintenisii (Hausskn. ex Bornm.) Pobed.) ve bir gupheli kayit (P. venustum
(Schischk.) Pobed) ile temsil edilmektedir. Bunlara ek olarak, Pobedimova
tarafindan degerlendiriimemis olan iki tir (Cochlearia amana Contandr. & Quézel
ve C. gurulkanii Yild.) ise 2007 yihinda P. amanum (Contandr. & Quézel) Al-
Shehbaz, Mutlu & Donmez ve P. gurulkanii (Yild.) Mutlu & Al-Shehbaz & Donmez
olarak Pseudosempervivum cinsine transfer edilmistir (Hedge, 1965; Al-Shehbaz
ve ark., 2007). Bahsi gegen bu 6 Pseudosempervivum turl “Tarkiye Bitkileri

Listesi’nde gecerli olarak kabul edilmistir (Mutlu ve ark., 2012) (Gizelge 1 .1.).

Cizelge 1.1. Turkiye Bitkileri Listesi'ne gore Pseudosempervivum cinsinin uyeleri

ve endemizm durumlari (Mutlu ve ark., 2012)

Takson adi Tarkge adi Endemizm
1- P. amanum (Contandr. & Quezel) Al- Amanos kasikotu Endemik
Shehbaz, Mutlu & Donmez
2- P. aucheri (Boiss.) Pobed. Has kasikotu Endemik
3- P. gurulkanii (Yild.) Mutlu & Al-Shehbaz Mevlanaotu Endemik
& Dénmez
4- P. sempervivum (Boiss. & Balansa) Kasikotu Endemik
Pobed.
5- P. sintenisii (Hausskn. ex Bornm.) GUmus kasikotu Endemik
Pobed.
6- P. venustum (Schischk.) Pobed. Salun kasikotu Endemik

degil

Bu 6 turden biri olan P. venustum (=Cochlearia venusta Schischkin), taksonomik
ve floristik literatlrlerde adi nadiren gegen ve Turkiye Florasi’ nda da supheli kayit
olarak degerlendirilen bir turdur. Tarkiye Florasi’'nin hazirlanmasi sirasinda higbir

P. venustum ornedi c¢alisilmamis, ancak bitkinin Mug ve Agr vilayetlerinden
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toplandigi, P. aucheri ve P.sempervivum ile iligkili olabilecegi, ancak bu iki tirden

daha uzun stiluslara sahip oldugu belirtilmistir (Hedge, 1965; German, 2017).

Taksonomik durumu yeterince aydinlatilamamis olan P. venustum’un mevcut
materyalleri 2017 yilinda tekrar ele alinmig ve revize edilmigtir. German (2017)
tarafindan gergeklestirilen ¢alismanin sonucunda P. venustum ‘un daha 6nceleri
Thlaspi bornmuelleri (Rech.f.) Hedge olarak da bilinen Dogu Anadolu endemigi
Noccaea bornmuelleri (Rech.f.) Al-Shehbaz ile ayni bitki oldugu tespit edilmis ve
oncelik kural geregi bitkinin ismi Noccaea venusta (Schischk.) D.A.German olarak
kabul edilmistir. (Rechinger, 1939; Hedge, 1965; German, 2017, Oziidogru ve
German, 2018). (Cizelge 1.2.)

Cizelge 1.2. N. venusta’nin taksonomik ge¢cmisi

Cochlearia  Syrenopsis Thlaspi Pseudosempervivum Noccaea Noccaea
venusta bornmuelleri bornmuelleri venustum bornmuelleri venusta
Schischkin Rech.f. (Rech.f.) Hedge  (Schischk.) Pobed. (Rech.f.) (Schischk.)
(Schischkin, (Rechinger, (Hedge, 1965) (Pobedimova, 1971) Al-Shehbaz D.A.German
1928) 1939) (Al- Shebaz, (German,

2014) 2017)

Bu calismadan sonra 5 turle temsil edilmeye baslanan Pseudosempervivum’un
taksonomik durumu 2018 yilinda tekrar guincellenmistir. Oziidogru ve German
(2018) tarafindan gergeklestirilien c¢alismada cinsle ilgili 3 takson yeniden
degerlendirilmis ve bunlardan P. gurulkanii i¢in protologda verilen ¢ok yillik yagsam
bigimi, 1 ovullb silikula, ayni kdkten g¢ikan birden fazla gévdeye sahip olmak gibi
morfolojik ozelliklerin ¢cogunlukla yanhs gdzleme ve deskripsiyondaki eksikliklere
dayali oldugu ortaya konulmustur. Bunun sonucunda P. gurulkani, N. venusta’nin
sinonimi yapilmistir. Bir diger tar olan P. amanum, taksonomik literaturde uzun
yillar boyunca gegerli bir tur olarak kabul edilmigtir (Davis, Mill ve Tan, 1988;
Yildirimli, 2006; Al-Shehbaz, Mutlu ve Donmez, 2007; Mutlu, 2012, The Plant List
2013, Tropicos. vb.), ancak P. amanum i¢in tanimlanmis olan habitus, bazal
yaprak polimorfizmi ve bazal yapraklarda gortlen morumsu renklenme gibi
morfolojik 6zellikler cinsin diger iki turl olan P. sempervivum ve P. aucheri'de de

g6zlenmektedir. Bu morfolojik 6zellikler 1s1dinda ve 6zellikle bitkinin dagihmi g6z
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Onune alindiginda; P. amanum’un, P. sempervivum altinda sinonim olarak

degerlendirilmesi uygun bulunmustur (Ozidogru ve German, 2018).

Son olarak, Brassicaceae’nin taksonomik acidan problemli cinslerinden Noccaea
Moench igerisindeki filogenetik iliskilerin ortaya konuldugu ve cinsin sinirlarinin
tartisildigi Oziidogru ve ark.’na ait 2019 yilinda gergeklestiriimis olan galismada,
Pseudosempervivum’'un da taksonomik durumu yeniden degerlendirilmistir.
Noccaea, Pseudosempervivum ve 10'un Uzerinde Thlaspi s.l. segregatinin dahil
oldugu Coluteocarpea tribusuna ait morfolojik cesitlilik ve cografi dagihmi temsil
eden en kapsamli drneklemin yapildigi bu c¢alismada, morfolojik karakterlerin
yanisira, molekuler filogenetik analizler i¢in ¢cekirdek DNA’sina ait ITS ve kloroplast
DNA’sina ait trnL-F verileri kullaniimistir. Pseudosempervivum igin elde edilen
sonuglar dogrultusunda, cinsin, Noccaea’nin altinda degerlendiriimesinin uygun
olduguna karar verilmis ve cinsin gecerli olan 3 tart (P. aucheri, P. sempervivum
ve P.sintenisii) igin gerekli nomeklatirel degisiklikler yapiimigtir. Sonug olarak P.
aucheri ve P. sempervivum isimleri Noccaea aucheri (Boiss.) Ozidogru & Al-
Shehbaz ve Noccaea sempervivum (Boiss. & Balansa) Oziidogru & Al-Shehbaz
olarak degistirilirken; P. sintenisii’'nin Noccaea cinsine transferi N. sintenisii
(Bornm.) ile bir ge¢ homonime sebep oldugundan, P.sintenisii i¢in, Brassicaceae
filogenisi ile ilgili kapsamh calismalara sahip Dr. Klaus Mummenhoff’a ithafen
Noccaea mummenhoffiana Ozidogru & Al-Shehbaz ismi onerilmistir. Boylelikle
son 3 turlu de Noccaea’ya aktarilan Pseudosempervivum artik gegerli bir cins

olarak kabul edilmemektedir (Oztidogru ve ark., 2019)

Noccaea cinsine transfer edilen Pseudosempervivum tarlerinin tip érnekleri Sekil

1.2.’de verilmigtir.



e

Sekil 1.2. Noccaea cinsine transfer edilen Pseudosempervivum turlerinin tip
ornekleri a) Noccaea mummenhofiana (G 00389742, https://www.villege.ch/
musinfo/bd/cjb/chg). b) Noccaea sempervivum (K, K000484389,
http://specimens.kew.org/herbarium /KO 00484389). c) Nocceae aucheri (K
K000484394, http://specimens.kew.org/herbarium/ KO00484394)

Yukarda detaylari verilen sebeplerden dolayr bu tez kapsaminda ¢aligilan 3
Noccaea turt (N. aucheri, N. sempervivum ve N. mummenhoffiana) isim énceligi
kurali g6z onunde bulundurularak “Nocceae aucheri Tur Kompleksi” olarak ele

alinmistir.

1.2. N. aucheri Tur Kompleksi

N. aucheri ve N. sempervivum turleri arasindaki iligki, bu iki tur arasindaki kesin
olmayan ayrim karakterleri g6z oOnunde bulunduruldugunda, netlegtiriimesi

gereken bir konu olarak kargimiza gikmaktadir (Oztidogru ve German, 2018).

Bu iki tirin ayriminda kullanilan taban yapraklarinin kulakgiklarinin gelisme
dereceleri, meyve tabani ve septum morfolojisi gibi daha 6nceleri teshis amagli
kullanilan karakterlerin ¢cogu, sonradan guvenilmez bulunmus ve kullanilmamistir.

Guncel durumda ise, bu turler bazal yapraklarin bayuklugu (N. sempervivum'da
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daha buyuk ve daha az digli) ve stilus uzunlugu (N. aucheri’de 06lgu belirtiimeksizin
daha kuguk) karakterleri ile ayrilmaktadir. Ancak, bu karakterler buyuk 6l¢ide
birbirleriyle karigsmaktadir. Kuzey-dogu Anadolu bdlgesinde yetisen N. aucheri
populasyonlarinda ¢ogunlukla nispeten kiglk (2,5 cm’e kadar olabilen) taban
yapraklari goérilmesine ragmen, bazi bireylerde bu degerin N. sempervivum igin
g6zlemlenmis ve rapor edilmis olan 5 cm’yi de asarak 5,5-6 cm’ye kadar ulastigi

goérilmektedir (Hedge, 1965; Oziidogru ve German, 2018).

N. sempervivum'un tipik érneklerinde stilus uzunlugu 0,2-0,3 mm'dir (N. aucheri'de
0,5 - 0,8 mm, nadiren 1,1 mm olabilir). Bunun yanisira N. aucheri’nin tip
orneklerinde bile stilus uzunlugu 0,2 ila 0,8 mm arasinda degismekteyken, N.
sempervivum’un bazi orneklerinde (Haussknecht'in Boissier tarafindan belirtilen
Berit Dagrndan toplanmis Ornekleri gibi) stiluslarin 0,6 mm uzunluga ulastigi
bilinmektedir. Bunlara benzer varyasyonlarin N. mummenhoffiana icin de s6z

konusu olmasi dikkat cekicidir (Hedge, 1965; Oziidogru ve German, 2018).

Ayrica yine Turkiye Florasi’'nda ilgili turlerin altinda verilen kayitlara ait
lokasyonlardan toplanmis olan 6rneklerle gergeklestirilen 6n ¢alismalar (6rnegin,
B6 Kayseri: Pinarbasi to Sariz, 1600 m, Hub.-Mor. 10973 ve B. Oziidogru 4466
(HUB), Kayseri, Pinarbasi) bu kayitlarin yanlis turler altinda islenmis oldugunu

gOstermektedir.

Bu i¢ ice gegcmis morfolojik kararkterler ve dagihm verileri dogrultusunda N.
sempervivum ve N. aucheri’yi birlestirmek cazip bir fikir olarak gorinse de; bu
sekilde bir birlestirme hali hazirda mevcut olan az sayidaki ITS tabanh filogenetik
verilerle értismemektedir. Bu ITS verileri N. aucheri ile aralarinda morfolojik olarak
daha ¢ok farklilik bulunan N. mummenhoffiana’nin daha yakin bir iligki iginde

oldugunu gostermektedir (Oziidogru ve German, 2018).

Can ve Oziidogru tarafindan 2017 yilinda bu iki tiire ait cok sayida popiilasyonun

cekirdek DNA’sinin ITS ve kloroplast DNA’sinin trnL-F bolgelerine dayall
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filogenetik analizleri gergeklestiriimis ve N. aucheri ile N. sempervivum’un tip
lokalitelerinden  toplanan orneklerde dahil olmak (zere, birbirlerinden
ayrismadiklari ve polimorfik bir tir olabilecekleri bildirilmistir (Can ve Ozidogru,
2017). Bunun yanisira N. sempervivum turtine ait bazi populasyonlarin tgincu bir
ture ait olabilme ihtimali de bu galismada bildirilmistir. Bununla birlikte s6z konusu
turlerle ilgili problemler sadece morfolojik ya da sadece ITS, trnL-F gibi klasik tekli

belirteg sistemleriyle ¢cozulemeyecek kadar karmasik gorunmektedir

N. mummenhofiana ise Turkiye Florasi’nda tir kompleksindeki diger 2 tlrden, ¢ok
yillik olmasi, ayni kdkten ¢ikan birden fazla gévdesinin bulunmasi, boyunun diger
2 tlre gore daha kisa olmasi (maks. 20 cm), taban yapraklarinin daha az belirgin
olmasi gibi 6zelliklerle ayrilmaktadir (Hedge, 1965): Ancak daha 6nce de belirtildigi
gibi N. mummenhofiana da ayrim karakterleri agisindan varyasyon gostermekte ve
ITS verileriyle gergeklestirilen 6nsel calismalarda N. aucheri ile yakin iligkili oldugu

gorulmektedir.

Son olarak Dog. Dr. Baris Oziidogru'nun N. aucheri Tur Kompleksine ait kisisel
koleksiyonundaki ¢ok sayida ornek ile yurti¢i ve yurtdisi herbaryum (AEF, ANK
EGE, HUB, DUOF, GAZI, E, KEW, B vb.) ziyaretlerinde inceledigi orneklerde,
Turkiye Florasi’nda bu turleri ayirmak icin kullanilan yasam sekli, ayni kokten
¢lkan govde sayisl, bitki boyu, taban yaprag, sitilis boyu gibi karakterlerin birgok

populasyonun tanimlamasinda, yetersiz kaldigi tarafimizca da gézlenmistir.

1.3.Tiir Sinirlandirmasi

Tar, biyolojik cesitliligi olusturan en temel unsur olarak kabul edilmektedir (De
Queiroz, 2007). Bilim insanlar tarafindan tanimlanmis 1,5 milyondan fazla tur
vardir. Ancak gezegenimizde yasayan tum canl turlerinin sayisinin 2 milyondan
fazla oldugu tahmin edilmektedir (Caley, Fisher ve Mengersen, 2014). Bu gesitliligi
belgelemek, tanimlamak ve adlandirmak vyani tdrleri sinirlandirmak; basta

taksonomi, evrimsel biyoloji, ekoloji, koruma biyolojisi gibi bilim dallari olmak tzere



insan sagligi, gida guvenligi ve rekreasyon gibi daha bir¢ok alan igin buyuk 6nem
tasimaktadir (Leavitt, Moreau ve Thorsten Lumbsch, 2015; Stanton, 2019).

Genis anlamda, tur sinirlandiriimasi; bireylerin ve populasyonlarin tir dizeyinde
dogal kimelere nasil uydugunu tanimlama surecidir (Carstens ve ark., 2013).
Biyolojide genellikle bir tur birimine atifta bulunulmasindan dolayi, tarlerin
sinirlarinin  dogru ¢izilmesi, biyolojinin alt disiplinleri arasindaki modelleri ve
suregleri yorumlamanin vazgecilmez bir pargasidir. Dogru tur sinirlamalari,
ekolojik calismalar ve koruma caligmalari, biyolojik ¢esitliligin degerlendiriimesi ve
cesitlilige neden olan faktorlerin belirlenmesi gibi konularda oldukga 6nemlidir
(Lumbsch ve Leavitt, 2011; Leavitt, Moreau ve Thorsten Lumbsch, 2015). Sadece
bilim insanlari ve biyologlar ile kalmayip, farkli alanlardan ve meslek gruplarindan;
ornegin kus goézlemcileri, doktorlar, eczacilar, balik¢ilar, bahgivanlar, politikacilar
vb, birgcok insan zaman zaman organizmalari ayirt etmek i¢in guvenilir kriterlere
ihtiyac duyarlar. Bu alanlarin ana konumunda oldugu igin “tur”, dogdal olana ne
kadar yakin tanimlanabilirse hem o kadar iglevsel hem de o kadar bilimsel
olacaktir. Bu yuzden de tur, biyolojideki en tartismali konulardan birisi olmustur.
Aragtirmacilarin ¢ogu, biyolojik doganin birbirinden ayri ve evrimsel olarak
bagimsiz varliklardan, yani “turlerden” olustugunu kabul eder. Ancak turin ne
oldugu hakkinda hentz tam bir fikir birligi yoktur. Tum canhlari kapsayan bir tir
kavrami ve tarlerin sinirlandiriimasi icin uygun olcutler Gzerinde tartismalar devam
etmektedir (De Queiroz, 1998; De Queiroz, 2005a; Leavitt, Moreau ve Thorsten
Lumbsch, 2015).

GunUmuzde her biri farkh biyolojik 6zelliklere; 6érnedin genetik veya morfolojik
Ozellikler, ekolojik nigler, es tanima sistemleri, Ureme uyumlulugu ve benzeri
farklilklara dayanan 20’den fazla, birbirinden farkli ve kismen uyumsuz
diyebilecegimiz tar kavrami Onerilmigtir (Cizelge 1.3.). Bahsi gecen tir
kavramlarinin her biri, tire 6zgu belirli noktalari on plana gikarir ve higbiri butun
organizmalari kapsayacak sekilde evrensel degildir. Tur tanimlarindaki bu gesitlilik
blylk oranda arastirmacilarin ilgi alanlarindaki farkhliklara dayanmaktadir;

Ornegin hibrit zonlari arastiran biyologlar Greme engellerini vurgularken, ekologlar
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nig  farklihklarint  vurgulama edilimindedirler. Paleontologlar ve muze
taksonomistleri morfolojik farkliliklarla ilgilenirken, populasyon genetikgileri ve
molekuler sistematikgiler genetik farkliliklarla ilgilenirler (Wheeler, 1999; De
Queiroz, 2007).

Cizelge 1.3. Bilinen bazi tar tanimlari ve kisa agiklamalari.

Tir Tanimi Kisa Agiklamasi

Turlerin zihinsel bir kavram oldugunu ve dogada sadece bireylerin
varoldugunu savunur (Bessey, 1908).

Nominalistik TUr

Tanimi

Biyolojik Tr Birlikte yasayan, birbirleriyle Greyip verimli doller verebilen ve ortak
Tanimi bir gen havuzundan beslenen bireyler tur olarak tanimlanir (Mayr,

1942).

Evrimsel Tiir Diger topluluklardan ayri olarak evrimlesen, kendine 6zgu ayri bir
Tanimi evrimsel hat olusturan bireylerdir (Simpson, 1951).

Tipolojik Tir Tarin degismez tipler sergiledigini yani turlerin zaman ve mekan
Tanimi icinde  degismedigini, buna uymayanlarin da varyeteler

olusturduklari savunulur (Cain, 1956).

Morfolojik(Fenetik)Turler morfolojik karakterler kullanilarak tanimlanir, yani tarlerin
belirli morfolojik karakterlere sahip bireyler grubu oldugu savunulur
(Sokal ve Corvello, 1970).

Ekolojik Ttir Ayni nisi veya ekolojik zonu paylasan bireyler tur olarak kabul edilir
(Van Halen, 1976).

Tdr Tanimi

Tanimi

Moncfiletik gruplara gére tanimlanir. Ayni tire mensup bireylerin

Filogenetik Tur
ortak bir atayi paylastiklar fikri esas alinir (Cracraft, 1980).

Tanimi

Onceki tur tanimlarinda vurgu yapilan 6zelliklerin gogunu kapsar.
Taru, Ureme birligi, ekolojik birlik ve evrimsel acidan ele alir
(Templeton, 1989)

Genetik Tiir Taru, bireyler arasindaki genetik farkhliklara gére tanimlar (Baker
ve Bradley, 2006).

Kohezyon Tar
Tanimi

Tanimi
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1.4.Metapopiilasyon ve Genel Soy Kavrami (General Lineage Concept)

Modern tar kavramlarinin neredeyse hepsinde filogenetik 6zgunligun tarin ana
Ozelligi olarak kabul edilmesi ve tirin “bagimsiz olarak evrimlesen bir
metapopulasyon segmenti’ olarak tanimlanmasi ortak bir nokta olarak karsimiza
cikmaktadir (De Queiroz, 1998, 2005b, 2007).

“Genel soy kavrami” (general lineage concept), ortak bir soy olusturma disinda
hicbir ozelligin tur tanimlamak ic¢in kullanilmamasi gerektigini soyler. Tur
tanimlarinda ture atfedilen Greme birligi, ekolojik birlik, demografik kohezyon
gOsterme, sabitlenmis homolojik karakterlere sahip olma, fenotipik veya genetik bir
kiime olusturma vb. diger oOlcutleri ise ikincil dlgutler olarak kabul eder. De Queiroz
(2007) bu saptamasindan hareketle, badimsiz olarak evrimlesen bir
metatopulasyon varsayiminda bulunuldugunda, ikincil Olgutleri, farklilasma
derecesini belirleme ve tur sinirlarini netlestirmede kullanilacak araglar olarak
belirtmistir (De Queiroz 1998, 2007) (Cizelge 1.4.).

Cizelge 1.4. De Queiroz’a gore Genel Soy Kavrami’'nin birincil ve ikincil dl¢Utleri
(De Queiroz, 2007)

Genel Soy Kavrami

Birincil Olgltler ikincil Olgutler

e Ureme birligi
o Ekolojik birlik

e Bagimsiz olarak evrimlegen bir e Genetik birlik
metapopulasyon e Demografik kohezyon
e Filogenetik 6zginlik e Birlesen (coalescence) alel
kumesi

¢ Fenotipik veya genetik bir kime

e Sabitlenmis homolojik karakterler
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1.5. Bitkilerde Tiir Sinirlandiriimasi

Bitkiler i¢in, morfolojik veriler ve yaklagimlar yillar boyunca tuar sinirlandiriimasi
calismalarina egemen olmustur. Glinimuzde ise tur sinirlandirilmasi, daha da
artan ilgiyle birlikte gelismeye devam eden dinamik bir disiplindir. Son yillarda,
genetik/genomik verilere erisimin kolaylagsmasi, hesaplama gucinin artmasi,
morfolojik ve kimyasal karakterlerin yeniden degerlendirilmesi, dagihm verileri ve
ekolojik kayitlarin ulasilabilirliginin kolaylasmasi ile gelistirilen yenilikgi ve analitik
yontemler, turlerin sinirlarini ve evrimsel iligkilerini ampirik olarak arastirmak igin
olanaklar sunar. Molekuler ve genomik veri kimelerinin ortaya ¢ikisi, modern tur
kavramlari ile birlikte, turlerin sinirlandiriimasini, farkh metodolojik yaklagimlarin
bulustugu bir noktaya getirmistir (Fujita ve ark., 2012; Leavitt, Moreau ve Thorsten
Lumbsch, 2015). Son 30-40 yil boyunca, DNA dizileme tekniklerindeki gelismeler
ve filogenetik analiz yontemlerindeki bluyuk ilerlemeler molekuler belirteclere dayall
tur sinirlandiriimasinda yapay zeka ve dijital goruntl analizi gibi cesitli

yaklasimlarin énund agmistir (Lukhtanov, 2019).

Bitkilerde, tekli veya ¢oklu molekuler belirteclere dayali tar sinirlandiriimasi igin
cekirdek, mitokondri ve kloroplast DNA’si kullanilabilir. Ancak bitkiler igin
mitokondriyal DNA, evrensel primerlerin varlidina ragmen yeterince polimorfik
degildir (Duminil, Pemonge ve Petit, 2002). Bu nedenle kloroplast ve cekirdek
DNA'’si daha yaygin kullanilimaktadir. Turlerin sinirlandiriimasinda molekuler
belirteclerin kullaniminin temel amaci, filogenetik agaglar (gen, tur vb.) elde
etmektir. Yani bir tirin filogenetik iligkilerine dair ¢gikarsamalarda bulunmak igin bir
veya daha fazla DNA dizisinin evrimsel tarihinden yararlanilabilir (Duminil ve Di
Michele, 2009).

Tek lokuslu molekuler belirteclere dayali yaklagimlar tir sinirlandirilmasinda onsel
ve genig capl degerlendirmelerde basarilidir. Ancak tek lokuslu belirteclere dayall
gen agaclann ve tur agacglari arasinda; tamamlanmamig soy ayrigmalari,
hibritlesme, poliploidi, integresyon gibi nedenlere dayali uyusmazliklar ortaya
cikmaktadir. Ayrica bu yaklasimlarin performansinin, populasyon buyukligu ve

turlesme hizlari arttikga kuvvetli bir sekilde azaldigi gorulmustir. Bunlar gibi
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karmasik durumlari aciklayabilmek adina, populasyon genetigi ve filogenetigin bir
kombinasyonu olan; ¢oklu belirtecler ve gok turli koalesent (birlesme) yaklagimlar
daha guvenilir sonuglar vermektedir. Bu yaklagimlarin birgogu, tur sinirlarina iligkin
istatistiksel destek de saglamaktadir ve bu, turlesmenin devam eden bir sureg
olmasi nedeniyle yeni ayrilmis soy hatlari g6z énunde bulunduruldugunda 6nemli
bir 6zelliktir (Twyford ve Ennos, 2012; Leliaert ve ark., 2014; Dellicour ve Flot,
2015).

1.6.Yeni Nesil Dizileme ve RADseq

Gunumuzde lllumina, Roche 454 ve AB SOLID gibi metotlarn kullanarak
gigabazlarca DNA'y1 hem kisa sturede hem de dusik maliyetle sifirdan dizilemek
mumkundur. Bunlara ek olarak transkriptom dizilemesi, gen ekspresyon profili ve
kicuk RNA karakterizasyonu gibi baska metotlar da geligtirimeye devam
etmektedir. Ancak bu standart metotlar genetik belirteglerin  varhiginin ve
kullaniminin, birey bazinda 6nemli oldugu populasyon genetigi, tr
sinirlandirilmasi vb. ¢alismalar i¢in tam anlamiyla uygun degildir. Soy hatlar ve
populasyonlardaki evrimsel degisikliklerin arastirilabilmesi ve fenotipik 6zelliklerin
arkasindaki genetik mimarinin anlasilabilmesi icin genom dlzeyinde belirteglere
ihtiyac vardir. Yaygin belirte¢ tipleri arasinda mikrosatellitler, tek nukleotid
polimorfizmleri (SNP'ler) ve ekleme-silme polimorfizmleri (indeller) bulunur (Davey
ve Blaxter, 2010; Miller, Koren ve Sutto, 2010).

“Restriction site associated DNA” kisaca RADseq, Dr. Michael R. Miller tarafindan
hedef genom boyunca rastgele dagiimis binlerce lokusu dizileyebilen bir metod
olarak gelistiriimisti. Genomun karmasikligini; sadece restriksiyon enzimleri
tarafindan tanimlanan belirli bolgelerde alt érnekleme yaparak azaltir. RADseq,
belirtecleri eszamanli olarak tanimlayabilme, dogrulayabilme ve hangi belirteclerin
hangi bolgeden geldigini saglam bir sekilde tanimlayabilme gibi 6zellikleriyle 6ne
ctkmaktadir (Miller ve ark., 2007; Davey ve Blaxter, 2010).
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RADseq herhangi bir restriksiyon enzimiyle herhangi bir tur Uzerinde uygulanabilir
olan ¢ok yonlu bir metottur. Yani istenilen sayida bireyde ve dizileme derinliginde
kullanilabilmesi de mumkundur. Buyuk olgekli populasyon genotiplendirme
calismalarindan, belirli lokuslarin eksiksiz genetik badlanti haritalarinin
olusturuimasina kadar genis bir yelpazede birgok arastirma problemine

uygulanabilir (Davey ve Blaxter, 2010).

Yeni nesil dizileme teknolojileri yavas yavas hayatimiza girmeye basladik¢a
RADseq ile DNA'yl kilobazlarca dizilemek mumkin olmustur. Bu nedenle,
RADSeq, hem tekli belirtegclerden hem de genom c¢apinda dagiimis binlerce
belirte¢ arasindaki karmasik etkilesimlerden elde edilebilecek detayl bilgilerle
genetik belirteclerin analiziyle ilgili yeni ufuklar agcmaktadir (Davey ve Blaxter,
2010) (Gizelge 1.5.)

Cizelge 1.5. RADseq icin Davey ve Blaxter trafindan vurgulanan anahtar noktalar
(Davey ve Blaxter, 2010)
RADseq igin Anahtar Noktalar

e RADSeq, secilen herhangi bir organizmada binlerce dizilenmis belirtecin kesfi

icin dnemli ve yeni bir yontemdir.

e RADSeq, farkli derinlik ve karmasikliktaki populasyon genetigi ¢alismalarini

mumkun kilar.
e RADSeq, herhangi bir boyuttaki genoma uygulanabilir ve referans bir genom

gerektirmez. Boylece model olmayan organizmalarin ve yabani

populasyonlarin arastirilmasini mamkan kilar.
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1.7.RAD Capture (Rapture)

Dr. Miller ve ekibi tarafindan gelistirilen Rapture (RAD Capture) metodu ise butun
dinyada uygulanan geleneksel RAD dizilemesi metodlarina gére blyuk yeniliklere
sahiptir. Geleneksel RAD dizilemeleri kutiphane olusturmak igin genomik lokuslar
ve lokuslardaki okumalarin varyansini arttiran 6nemli bir PCR adimina ihtiyag
duyar. PCR adiminda ortaya ¢ikan genomik klonlar ylzunden, birgcok genomik
kUtuphane, genom birlestirmede problemlere neden olur. Dolayisiyla bu durum
butin genom verisinden elde edilecek her turli sonucu etkileyen c¢ok sayida
duplike okumalara yol acar. Bu baglamda Rapture, PCR dodngulerinin énemli
miktarda indirgenmesi, hatta hi¢ yapilmamasi sayesinde Uretilen klonlarin bayuk
bir kismindan kurtulma ya da hi¢ klon olusmamasi avantajlarina sahiptir. Boylece
onemli dlgctide gelistiriimis veri ve daha kesin genomik birlestirmeler, her dizileme
yolunda daha fazla 6rnegin genotiplendirimesine ve dizilenebilmesine olanak
saglar (Miller ve ark., 2007; Ali ve ark., 2016)

1.8. Calismanin Amaci

Bu tez calismasi ile,

e Literatur ve herbaryum/arazi calismalarinda birbiri igerisine geg¢mis gibi
g6zuken N. aucheri tir kompleksi kapsamindaki tarlerin sinirlarinin yeni
nesil yuksek ¢ozunurlikli RADseq verisi kullanarak ortaya konulmasi,

e Molekuler diuzeyde sinirlari ¢izilecek turlerin  morfolojik olarak da
desteklenip desteklenmediginin numerik taksonomik analizlerle ortaya
konulmasi,

e Hatali dagilim verilerinin duzeltimesi ve yeni kayitlarla beraber tir

kompleksine ait glincel bir dagilim verisi elde edilmesi amag¢lanmaktadir.
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2. YONTEM

2.1. Orneklem ve Arazi Galismalari

Guncel olarak N. aucheri Tur Kompleksi'ne ait Turkiye Florasi ve herbaryumlardan
(ANK, B, DUOF, E, EGE, HUB, GAZI, K, KONF) tespit edilmis lokalitelere ilave
olarak, turlerin potansiyel olarak bulunabilece@i Turkiye’nin serpantin ana kayaya
sahip bdlgelerinde arazi galismalari gergeklestiriimistir (Sekil 2.1.) Serpantin 6zellik
gOsteren topraklara ilaveten, jipsli topraklar, dag yamaglari, ¢arsaklar ve yol kenari

asinmis bolgeler arazi calismalari sirasinda ziyaret edilen habitatlardir (Sekil 2. 2.)

@ N. aucheri
@ N, sempervivum
@ N. mummenhoffiana

Sekil 2.1. Turkiye Florasi ve herbaryum kayitlarina gére N. aucheri Tar Kompleksinin
dagihmi (Hedge, 1965, ANK, B, DUOF, E, EGE, HUB, GAZI, K, KONF)
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Sekil 2.2. N. aucheri Tur Kompleksi’'ne ait tlrlerin habitatlari a) Konya, Derebucak,

Camlhk Koyu, serpantin arazi, b) Erzincan, Sipikér Gegidi, asinmis alanlar, c) Sivas,
Yildizeli, Camlibel Gegidi Uzeri, orman acikligi, d) Erzincan, Kesis Dagl Yolu, yol
kenari, e) Kayseri, Pinarbasi-Sariz arasi, serpantin arazi, f) Sivas, Zara, Kirkgoz,

serpantin arazi
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Bu tez kapsaminda gerceklestirilen arazi galismalari sonucunda 19 populasyona
ulasilmistir. Ulasilan populasyonlara ait bireyler standart herbaryum o6rnekleri
seklinde alinmistir. Orneklenen her bireye ait yapraklar silika jel icerisine konularak
DNA izolasyonu icin muhafaza edilmistir. Toplanan butliin érneklere ait habitat

bilgileri, yukseklik ve GPS koordinatlari (ondalik derece olarak) kayit altina alinmistir.

Arazi calismalari sonucunda toplanan o6rnekler Hacettepe Universitesi Biyoloji
Bolima Herbaryumu (HUB) ‘na muhafaza edilmek Uzere teslim edilmistir. Bu
orneklere ait populasyonlarin tar, lokalite, habitat vb. bilgileri Cizelge 2.1." te

verilmigtir.
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Cizelge 2.1. Tez kapsaminda gerceklestirilen arazi ¢alismalarindan toplanan Noccaea populasyonlari ve lokasyon bilgileri

Toplayici

Numarasi

Tur

Toplama Tarihi

Lokalite

B. Ozlidogru 5434
& |.D. Can, O.
Sentiurk
B. Ozldogru 5435
& |.D. Can, O.
Senturk
B. Ozlidogru 5445
& |.D. Can, O.
Sentlrk
B. Oziidogru 5248
& |.D. Can, O.
Sentirk
B. Oziidogru 5369

B. Oziidogru 5426
& |I.D. Can, H.
Altin6zli

. sempervivum

. sempervivum

. sempervivum

. aucheri

. aucheri

. aucheri

24.06.2019

26.06.2019

05.07.2019

23.06.2019

22.07.2017

14.06.2019

Mersin, Erdemli, icme Yaylalari iizeri, serpantin arazi, 1450 m,
36.483290 K, 34.147380 D

Konya, Derebucak, Camlik Koyu, serpantin arazi, 1339 m,
37.35380 K, 31.65882 D

Kayseri, Burhaniye-Kapuzbagsi arasi, serpantin arazi, 1440 m,
37.828494 K, 35.507748 D

Cankir, Yaprakli, Hazimdagli Tabiat Alani ilerisi, serpantin arazi,
1770 m, 40.804461 K, 33.685893 D

Sivas, Kangal, Dusek mevkii, jipsli arazi, 1614 m, 39.239005 K,
37.351054 D
Sivas, Kangal, Dusek mevkii, jipsli arazi, 1125 m, 39.239005 K,
37.351054 D
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B. Oziidogru 5452
& I.D. Can, K
Ozgisi
B. Oziidogru 5468
& I.D. Can, K
Ozgisi
B. Oziidogru 5469
& I.D. Can, K
Ozgisi
B. Oziidogru 5479
& I.D. Can, K
Ozgisi
B. Oziidogru 5486
& I.D. Can, K
Ozgisi
B. Oziidogru 5492
& I.D. Can, K.
Ozgisi
B. Oziidogru 5499

& I.D. Can, K.
Ozgisi

. aucheri

. aucheri

. aucheri

. aucheri

. aucheri

. aucheri

. aucheri

05.07.2019

06.07.2019

06.07.2019

07.07.2019

07.07.2019

07.07.2019

08.07.2019

Kayseri, Pinarbasi-Sariz arasi 15.km, serpantin arazi, 1650 m,
39.866606 K, 39.550770 D

Sivas, Yildizeli, Camlibel Gegidi Gzeri, Pinus acikliklari serpantin
arazi, 2070 m, 39.963790 K, 36.541590 D

Sivas, Yildizeli, Sariyar Koyt Uzeri, Yildiz Dagi, orman agikligi,
1828 m, 40.139240 K, 36.907000 D

Sivas, Zara, Kirkgoz-Buyukkaya Koyleri arasi, jipsli/marnh arazi,
1560 m, 39.36971 K, 37.43294 D

Erzincan, Refahiye-Erzincan arasi 27.km, jipsli/marnl arazi, 1996
m, 39.87445 K, 39.09049 D

Erzincan, Sakaltutan Gecidi Uzeri, Karadag, jipsli/marnl arazi,
2600 m, 39.897650 K, 39.131600 D

Erzincan, Sipikor Dagi, yol kenari, asinmis alanlar, 2300m,
39.872540 K, 39.555400 D
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B. Oziidogru 5511
& I.D. Can, K
Ozgisi
B. Oziidogru 5512
& I.D. Can, K
Ozgisi
B. Oziidogru 5522
& I.D. Can, K
Ozgisi
B. Oziidogru 5529
& I.D. Can, K
Ozgisi
B. Oziidogru 5530
& I.D. Can, K
Ozgisi
B. Oziidogru 5538
& I.D. Can, K.
Ozgisi

N. aucheri

N. aucheri

N. aucheri

N. aucheri

N. aucheri

N.sintenisii

08.07.2019

08.07.2019

09.07.2019

09.07.2019

09.07.2019

10.07.2019

Erzincan, Sipikor Gegidi, asinmis alanlar, 2440 m, 39.884890 K,
39.565150 D

Erzincan, Ergan Dagi cikigi, yol kenari, 2166 m, 39.615300 K,
39.498680 D

Erzincan, Cayirli, Yaylalar kdylne gelmeden, yol kenari,
kumullar, 1947 m, 39.805360 K, 39.858420 D

Erzincan, Kesis Dagi, ¢ayirlik, 2823 m, 39.751180 K, 39.814180
D

Erzincan, Kesis Dagi, alpinik ¢ayirlk, 2960 m, 39.755840 K,
39.807540 D

Giresun, Alucra, Yesilyurt Koyu, Kurbaba Tepe, yamaglar, 2900
m, 39.014676 K, 40.337432 D
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2.2. Numerik Taksonomik Analizler

Arazi galismalari sonucunda toplanan bitki drnekleri Turkiye Florasi kullanilarak
teshis edilmistir. Toplanan bu &rneklerle birlikte Baris Oziidogru tarafindan
onceden toplanmig ve herbaryum materyali haline getirilmis olan ornekler ile
Hacettepe Universitesi Herbayumu'nda bulunan N. aucheri Tur Kompeksine ait
ornekler Cizelge 2.2. ‘de verilmigtir. Bu orneklerin tamami Numerik taksonomik

calismalarda kullaniimigtir.

Numerik taksonomik c¢alismalar kapsaminda N. aucheri Tur Kompleksi igin
kullanilabilecek morfolojik karakterlerin listesi ¢ikarildiktan sonra Cizelge 2.2. ‘de
yer alan populasyonlara ait bireyler incelenmis ve Olgculmustir. Toplamda
kompleksi temsil edecek sekilde, 42 popllasyondan 132 birey morfolojik

calismalar kapsaminda incelenmis ve olgumleri gergeklestiriimistir.
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Cizelge 2.2. Numerik taksonomik analizler igin kullanilan populasyonlar

Toplayici

Numarasi

Tur

Tarih

Lokalite

B. Oziidogru 3450 N.

B. Ozlidogru 3573

B. Ozlidogru 3610

B. Oziidogru 3639

B. Ozlidogru 4466

B. Oziidogru 4969
B. Oziidogru 5006

B. Ozidogru 5434
O.

& 1.D. Can,
Sentirk

sempervivum

. sempervivum

. sempervivum

. sempervivum

. sempervivum

. sempervivum

. sempervivum

. sempervivum

09.06.2013

21.06.2015

27.06.2015

30.06.2015

09.06.2016

05.06.2017
08.06.2017

24.06.2019

Adana, Burhaniye-Kapuzbasi arasi, yamagclar, 1435 m, 37.495100 K,
35.302800 D

Konya, Derebucak, Ugurlu-Camlik koyleri arasi, Abies alti, nemli alanlar,
670-700 m, 37.35881 K, 31.66500 D

Nigde, Hamidiye-BlylUksofulu Kdoyleri arasi, yol kenari asinis yamagilar,
1250 m, 37.536020 K, 35.010110 D

Osmaniye, Zorkun, Koyun meleten yaylalarinin giney batisi, kayaliklar,
Abies acikliklari, 1768 m, 36.966400 K, 36.382110 D

Kayseri, Pinarbasi-Sariz arasi 15.km, asinmis arazi, 1650 m, 38.631400
K, 36.438600 D

Kayseri, Yahyali, Camlica Kdyu Uzeri, 37.864830 K, 35.460560 D

Adana, Pozanti, Kizildag, Pinus nigra alti, serpantin arazi, 1750 m,
37.487720 K, 34.965330 D

Mersin, Erdemli, icme Yaylasi (izeri, 36.831267 K, 34.260000 D
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B. Ozidogru 5435
& 1.D. Can, O.
Senturk

B. Ozlidogru 5445
& 1.D. Can, O.
Sentiurk

B. Ozldogru 5452
& |.D. Can, K
Ozgisi

B. Oziidogru 3146

A. Pamukguoglu
A.Pamukguoglu &
Quezel

S.Erik 3504 C-
M.Koyuncu

B. Oziidogru 3667

B. Oziidogru 4477

. sempervivum

. sempervivum

. sempervivum

. sempervivum

. sempervivum

. sempervivum

. sempervivum

. aucheri

. aucheri

26.06.2019

05.07.2019

05.07.2019

03.06.2011

24.06.1970
15.06.1970

30.03.1983

16.07.2015

10.06.2016

Konya, Derebucak, Camlik Koyu, serpantin arazi, 1339 m, 37.353800 K,
31.658820 D

Kayseri, Burhaniye-Kapuzbasli, serpantin arazi, 1440 m, 37.826500 K,
35.507748 D

Kayseri, Pinarbasi-Sariz arasi 15.km, serpantin arazi, 1650 m, 38.631400
K, 36.438600 D

B7 Sivas: Kangal, Dusek mevkii, serpantin arazi, 1620 m 357674D,
4344706K

C5 Adana, Karaisali, Karsanti

C4 igel, Mut yakini

C2 Mugla: Fethiye, Olideniz yolu, Fethiye ¢ikisi, mendos mevkii, 100-200
m

Erzincan, Sakaltutan Gegidi, Karadag yolu girisindeki yamaclar, asinmis
arazi, 2170 m, 39.882150 K, 39.134581 D

Sivas, Yildizeli, Camlibel Gegidi Ustt, PTT RT istasyonu yolu, asinmis
yamaglar, 1800 m, 39.963790 K, 36.541590 D
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B. Oziidogru 4484

B. Ozlidogru 4490

B. Oziidogru 4496

B. Ozlidogru 5240

B. Oziidogru 5248

B. Oziidogru 5369
& I|.D. Can, K
Ozgisi

B. Oziidogru 5426
& 1.D. Can, H.
Altinozli

B. Oziidogru 5468
& |.D. Can, K
Ozgisi

B. Oziidogru 5469

& I.D. Can, K.
Ozgisi

. aucheri

. aucheri

. aucheri

. aucheri

. aucheri

. aucheri

. aucheri

. aucheri

. aucheri

11.06.2016

11.06.2016

12.06.2016

23.06.2017

23.06.2017

22.07.2019

14.06.2019

06.07.2019

06.07.2019

Sivas, Zara, Kirkgoz-Buyukkaya Koyleri arasi, kalker kayaliklar, 1863 m,
39.616180 K, 37.721570 D

Erzincan, Sakaltutan Gegidi, Karadag girisi, asinmis serpantin alanlar,
2230 m, 39.886830 K, 39.137570 D

Erzincan, Cayirh Yolu, Cayirhya 55 km kala, aginmis serpantin arazi,
2200 m, 39.866060 K, 39.550770 D

Cankin, Yaprakh, Hazimdagh Tabiat Alani ilerisi, orman alti serpantin
arazi, 1720 m, 40.805768 K, 33.703642 D

Cankiri, Yaprakli, Hazimdagh Tabiat Alani ilerisi, serpantin arazi, 1770 m,
40.804461 K, 33.685893 D

Sivas, Kangal, Dusek mevkii, jipsli arazi, 1614 m, 39.239005 K,
37.351054 D

Sivas, Kangal, Dusek mevkii, jipsli arazi, 1125 m, 39.239005 K,
37.351054 D

Sivas, Yildizeli, Camlibel Gegidi Uzeri, serpantin arazi, Pinus acikliklari,
2070 m, 39.963790 K, 36.541590 D

Sivas, Yildizeli, Sartyar Koyu Uzeri, Yildiz Dagi, orman acgikhgi, 1828 m,
40.139240 K, 36.907000 D
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B. Ozldogru 5479
& [.D. Can, K.
Ozgisi
B. Oziidogru 5486
& |.D. Can, K
Ozgisi
B. Oziidogru 5492
& [.D. Can, K.
Ozgisi
B. Oziidogru 5499
& |.D. Can, K
Ozgisi
B. Oziidogru 5511
& I1.D. Can, K.
Ozgisi
B. Oziidogru 5512
& I.D. Can, K.
Ozgisi
B. Oziidogru 5522
& |.D. Can, K
Ozgisi
B. Oziidogru 5529
& ID. Can, K
Ozgisi
B. Oztdogru 5530

é_?_c I.D. Can, K.
Ozgisi

. aucheri

. aucheri

. aucheri

. aucheri

. aucheri

. aucheri

. aucheri

. aucheri

. aucheri

07.07.2019

07.07.2019

07.07.2019

08.07.2019

08.07.2019

08.07.2019

09.07.2019

09.07.2019

09.07.2019

Sivas, Zara, Kirkgbz-Buyukkaya Koyleri arasi, jipsli/marnh arazi, 1560 m,
39.616180 K, 37.721570 D

Erzincan, Refahiye-Erzincan arasi 27.km, jipsli arazi, 1996 m, 39.874450
K, 39.090490 D

Erzincan, Sakaltutan Gegidi, Karadag, jipsli arazi, 2600 m, 39.897650 K,
39.131600 D

Erzincan, Sipikér Dagu, jipsli arazi, 2600 m, 39.872540 K, 39.555406 D

Erzincan, Sipikdor Gegidi, asinmis alanlar, 2440 m, 39.884890 K,
39.565150 D

Erzincan, Ergan Dagi, yol kenari, 2166 m, 39.615300 K, 39.500330 D

Erzincan, Cayirl, Yaylalar kdylne gelmeden, yol kenari, kumullar, 1947
m, 39.858420K, 39.805360 D

Erzincan, Kesis Dagi, cayirlik, 2823 m, 39.814180 K, 39.751180 D

Erzincan, Kesis Dag, alpinik ¢ayirlik, 2960 m, 39.807540 K,
39.755840 D
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S.Yildirnmh 1466

S. Erik 1897

B. Yildiz, N.Celik

3633

B. Oziidogru 3691

B. Oziidogru 5388

B. Oziidogru 5538
K.

& [1.D. Can,
Ozgisi
A. Gilner 6812

A. Glner 6032

. aucheri

. aucheri

. aucheri

. mummenhoffiana

. mummenhoffiana

. mummenhoffiana

. mummenhoffiana

. mummenhoffiana

08.05.1979

16.05.1977
06.06.1983

19.07.2015

23.07.2017

10.07.2019

12.08.1985

23.07.1984

B7 Tunceli: Ovacik, Munzur Daglari, Kankale mevkii, Karatas K.Ustu,
1500-1800 m

C5 Konya: Eredli, Aydos Dagi, Kayasaray, Katranik, 1700 m

A6 Sivas/Tokat, Camlibel, Sistli ve derin toprakli arazi, 1600-1700 m

Gumushane, Torul, Karagol Dagi Artabel Golleri Tabiat Alani, hareketli
kayalik, 2900 m, 40,381800 K, 39.092040 D

Giresun, Alucra, Yesilyurt Koyu Uzeri, Kurbaba Turbesi civari, alpinik
cayirhk, kayalk, 2950 m, 40.339130 K, 39.011030 D

Giresun, Alucra, Yesilyurt Koyl Uzeri, Kurbaba Tepe, kayalik, 2900 m,
40.337432 K, 39.014676 D

A8 Rize, Camlihemsgin, Ortayayla koyu, Psut gevresi, hareketli kayaliklar,
3000 m

A8 Rize: ikizdere, Baskdy (Cimil) Cermaniman Yaylasi, Kurusulak mevkii,
hareketli kayaliklar, 2900 m
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Olglimler standart cetvel ile yapilmistir. Cigek, meyve, tohum vb. gdrece kiglk

organlarin olgimleri igin ise mikroskop kullaniimigtir. Bu ¢alismalarda, bitkinin yagsam

sekli, kok ozellikleri, bitkinin boyu, taban yapragi sekli, boyu, eni, kenarlarinda dig

bulunup bulunmamasi, gévde yapraklarinin (alt ve Ust govde yapraklari olmak tGzere)

sekli, boyu, eni, cicek durumu sayisi, gicek durumundaki gicek sayisi, sepal boyu,

eni, petal boyu, eni, ovul sayisi, meyve boyu, eni, stilus boyu, tohum sayisi, sekli,

rengi, boyu, eni. vb. morfolojik karakterler 6l¢iimus ve skorlanmistir. Skorlanan

karakterler asagida listelenmigtir:

Bitkinin yasam sekli

kok tipi

bitkinin boyu

tabandan dallanip dallanmamasi
taban yapragi sekli, boyu, eni, kenarlarinda dis bulunup bulunmamasi
govde yapraginin sekli, boyu, eni
cicek durumu sayisi

cicek durumundaki gicek sayisi
sepal boyu, eni

petal boyu, eni

ovul sayisi

meyve boyu, eni

stilus boyu

tohum sayisi, sekli, rengi, boyu, eni

Skorlanan bu karakterlerler ve karakter durumlari Cizelge 2.3. ‘te verilmigtir.

29



Cizelge 2.3. Numerik taksonomik analizlerde kullanilan karakterler ve karakter durumlar

Organlar Karakterler Karakter Durumu
Kok Belirgin ana kok Var (0), yok (1)
Ana kokten dallanma Var (0), yok (1)
Ana kok dallanma sayisi 1 (0), 1-5 (1), 5’'ten fazla (2)
Govde Yasam sekli Tek yillik (0), cok yillik (1)
Bitki boyu 0-20 (0), 21-50 (1), 51-70 (2)

Tabandaki govde sayisi

1(0), 1-5 (1), 5’ten fazla (2)

Dallanmanin basladigi yer

Ortanin Usta (0), ortanin alti (1)

Govdenin en alt kisminin

kalinhigi

2 mm veya daha az (0), 2-7 mm (1), 8 mm ve daha ¢ok (2)

Steril rozet

Var (0), yok (1)

Toplam rozet sayisi

1 (0), 1-5 (1), 5ten fazla (2)

Taban yapraklari

Sekil Spatulat (0), ters linear-mizraksi (1), spatulat ve ters linear mizraksi (2)
Boy (mm) Maks. 15 (0), maks. 30 (1), maks. 45 (2), 45'ten fazla (3)
En (mm) Maks. 5 (0), maks. 10 (1), maks. 15 (2)

Yapragin ug kismi

Akut (0), akuminat (1), akut ve akuminat (2), yuvarlak ve disli (3),
mukronat (4), yuvarlak ve belirgin dis yok (5)

Terminal dig

Yok (0), 0.5 mm (1), 1 mm (2), 2 mm (3)

Lateral disin sekli

Yok (0), serrate (1), dentate (2)

Tek taraftaki lateral dis sayisi

Yok (0), maks. 2 (1), maks. 3 (2), maks. 4 (3), maks. 5 (4), maks. 6 (5)
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Dallanmanin bagladigi | Sekil Kordat (0), linear (1)
en alt dali taglyan Renk Yesil (0), mor (1), yesil mor (2)
yaprak Boy (mm) Maks. 10 (0), maks. 15 (1), maks. 20 (2), 20den fazla (3)

En (mm) Maks. 5 (0), maks. 15 (1), 15 ten fazla (2)

Ucg Kismin Sekli Akut (0), akuminat (1), akut ve akuminat (2), yuvarlak (3), mukronat (4)
Ust gévde yapraklari | Sekil Kordat (0), linear (1)

Renk Yesil (0), mor (1), yesil mor (2)

Boy (mm) Maks. 10 (0), maks. 15 (1), maks. 20 (2), 20den fazla (3)

En (mm) Maks. 5 (0), maks. 15 (1), 15 ten fazla (2)

Ucg Kismin Sekli Akut (0), akuminat (1), akut ve akuminat (2), yuvarlak (3), mukronat (4)
Alt gévde yapraklari Sekil Kordat (0), linear (1)

Renk Yesil (0), mor (1), yesil mor (2)

Boy (mm) Maks. 10 (0), maks. 15 (1), maks. 20 (2), 20den fazla (3)

En (mm) Maks. 5 (0), maks. 15 (1), 15 ten fazla (2)

Ug Kismin Sekli Akut (0), akuminat (1), akut ve akuminat (2), yuvarlak (3), mukronat (4)
Sepal Sekil Oblong (0), oblong spatulat (1)

Renk Mor (0), beyaz (1), yesil (2), mor ve beyaz (3), beyaz ve yesil (4), mor

ve yesil (5)
Boy (mm) Maks. 2 (0), maks. 3 (1)
En (mm) Maks. 1 (0), maks. 2 (1)
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Petal Sekil Oblong (0), oblong spatulat (1), spatulat (2)

Boy (mm) Maks. 3 (0), maks. 4 (1), maks. 5 (2), maks. 7 (3)
En (mm) Maks. 2 (0), maks. 3 (1)
Meyve Sekil Eliptik (0), uzamis ucu geniglemis eliptik (1) linear eliptik (2),
Tabanda ve ucta attenuate (0), tabanda attenuate (1), ikisi de gorultr
Uc ve taban (2)
Boy (mm) Maks. 5 (0), maks. 10 (1), maks. 15 (2)
En (mm) Maks. 2 (0), maks. 3 (1), maks. 4 (2), maks. 5 (3)
Stilus boyu <=0.5mm (0), > 0.5 mm (1),
Her lokustaki ovul sayisi 1(0),1veya2(1),2(2),2veya3(3),3(4),3veya4 (5
Meyve sapi boyu Maks. 5 (0), maks. 8 (1), maks. 12 (2)
Bitkideki toplam meyve sayisi 0-100 (0), 100-200 (1), 200'den fazla (2)
Tohum Sekil Su damlasi (0), oval (1), oval su damlasi (2)

Acik kahverengi (0), kahverengi (1), koyu kahverengi (2), yesilimsi

Renk kahverengi (3), sari (4)
Boy (mm) Maks. 2 (0), maks. 3 (1)
En (mm) Maks. 1 (0), maks. 2 (1)
Yuzey Striate (0), finely striate (1), duz (2)
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Morfolojik incelemeleri ve Olgimleri yapilan 132 bireyden eksik karakter durumu

goOzlenenler, kimeleme analizleri igin olusturulan veri setine dahil edilememis ancak

turlerin  betimleri verilirken kullaniimiglardir.

Numerik taksonomik analizlerde

kullanilan, eksik karakter durumu gozlenmeyen bireylerden olusan veri seti ise 30

populasyondan toplamda 65 birey icermektedir. Bu veri setine ait populasyon ve

birey sayisi, Cizelge 2.4.’te verilmigtir.

Cizelge 2.4. Kimeleme analizlerinde kullanilan populasyonlar ve birey sayilari

Popilasyon

Birey Sayisi

0 0 0 0 W W

. Ozlidogru 3639
. Ozlidogru 4466
. Oziidogru 4969
. Oziidogru 5006
. Ozlidogru 5434
. Ozlidogru 5445
B.

Ozudogru 5452

A.Pamukcuoglu. S.N.

A. Pamukguoglu.&Quezel S.N

B. Ozlidogru 4477

W 0 U 0 0 0 0 0 ™0 0 W0 W W

. Ozidogru 4484
. Oziidogru 5248
. Ozlidogru 5369
. Ozlidogru 5426
. Oziidogru 5468
. Oziidogru 5469
. Ozlidogru 5479
. Ozlidogru 5486
. Oziidogru 5492
. Oziidogru 5499
. Oziidogru 5511
. Ozlidogru 5512
. Ozlidogru 5522
. Ozlidogru 5529
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B. Ozidogru 5530
B. Oziidogru 3691
B. Oziidogru 5388
B. Ozidogru 5538
A. Guner 6032
A. Glner 6812

P k O F W W

Olusturulan veri seti PAST 4.0 paket programinda Jaccard benzerlik indeksi

kullanilarak, “Neighbour Joining” metodu ile c¢ok degiskenli kiimeleme analizi

yapilmak suretiyle degerlendirilmistir (Hammer @., 2001).

2.3. Genomik Analizler

2.3.1 DNA izolasyonu

Molekuler analizlerde kullanilacak olan DNA, araziden toplanarak silika jel icerisinde

kurutulan/muhafaza edilen yaprak orneklerinin kullanilarak “QIAGEN DNeasy Plant

Mini Kit” ile elde edilmistir. Cizelge 2.5. ‘te DNA izolasyonunda izlenen adimlarin

detaylari verilmistir.

Cizelge 2.5. DNeasy Plant Mini Kit ile uygulanan protokol basamaklari

1.
2.

Doku 6rnekleri sivi azot veya homojenizator yardimiyla pargalanir.

Orneklerin bulundugu tiplere 400 ml. AP1 Buffer ve 4ml. RNase eklenir.
Vortekslenir ve 65°C’de 10 dk bekletilir. inkiibasyon sirasinda tipler 2 veya 3
kez calkalanir.

Not: Buffer AP1 VE RNase karistirlmadan eklenmelidir.

130 ml. P3 Buffer eklenir ve en az 5 dk. Buz igerisinde bekletilir.

Oneri: Lizat 5 dk. 14.000 rpm’de santrifiij edilir.

Lizat, QlAshredder spin kolonu iceren 2 m. koleksiyon tuplerine pipet
yardimiyla aktarilir. 2 dk. 14.000rpm’de santriftj edilir.

Akip giden kisim pelet ile temas ettiriimeden yeni bir tipe aktarilir. Bu kismin

1.5 kati kadar AW1 Buffer eklenir ve pipet ile karistirilir.
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7. Karigimdan 650 ml. Alinarak DNeasy Mini spin kolon igeren 2ml.2lik
koleksiyon tupune aktarilir. 8000 rpm’de 1 dk. santriflj edilir. Akip giden kisim
atilir. Ayni islemler kalan karisim icin tekrardan uygulanir.

8. Kolon yeni bir 2 ml.’lik koleksiyon tlplne yerlestirilir. 500 ml. AW2 Buffer
eklenir ve 8000 rom’de 1 dk. santrifij edilir. Akip giden kisim atilir.

9. Tekrardan 500 ml. AW2 Buffer eklenir. 14.000 rpom’de 2 dk. santrifuj edilir.

10. Kolon yeni bir 1.5 ml'lik veya 2 ml'lik mikrosantrifuj tipine yerlegtirilir.

11. Elisyon asamasi igin 100 ml. AE Buffer ilave edilir ve 5dk. oda sicakliginda
bekletilir. Daha sonra 8000 rpm’de 1 dk. santriflj edilir.

12. 11. basamak tekrarlanir.

2.3.2. RADseq kutuphanelerinin olusturulmasi ve sekanslanmasi

RADseq kutuphaneleri daha o©Onceden vyayinlanmig ve asagida Ozetlenmis
protokollere gore (Ali ve ark., 2016) Pst1 kesim enzimi kullanilarak olusturulmus ve
10X derinlikte sekanslanmistir. Bu islem hem geleneksel RADseq hem de Rapture
yontemlerini gelistiren Dr. Millerin kontroliinde California Universitesi, Davis'ten,

hizmet alimi seklinde gergeklestiriimigtir.

Bu islemin basamaklari asagida verilmistir.

1) Genomik DNA bir Pst1 enzimi ile pargalanir ve ortaya g¢ikan pargalarin uglarini bir
adaptor (P1) takiir. Bu adaptor Uzerinde, ileri yonde c¢ogaltma igin (forward
amplification) Illumina sekanslama primer bolgesi bulunur ve ek olarak her bireyi
tanimlayabilmek igin bireye 6zgin 4 veya 5 baz ¢ifti uzunlugunda bir nukleotid

barkodu bulunur

2) Adaptor ve barkod bagh bu fragmentler bir araya kimelenir, rastgele kirpilir ve
lllumina platformunda sekanslanabilecek uygun boyutta olanlar (150 — 300 baz cifti)
segilir

3) DNA’lar daha sonra ikinci bir adaptére (P2’ye) baglanir. Bu farkh uglara sahip bir Y
adaptoridir ve ters yonde ¢ogaltma islevi gosteren primerin baglanti noktasidir. Ters
yonde c¢ogaltma islemini gergeklestirecek olan primerin P2 adaptorine
baglanabilmesi i¢in sekanlanacak DNA parc¢aciginda P1 adaptorinin mevcut olmasi
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gerekir. Dolayisiyla P2 adaptoriunin gorevi sadece P1 adaptorinun baglanmis

oldugu DNA pargaciklarinin PZR yontemi ile cogdaltiimasini saglamaktadir.

4) Cogaltilan bu bodlgeler bir birlerine tam uyumluluk gosteren kimeler halinde
gruplandinlir. Olusturulan bu kiimeler ikili ikili kargilastirilarak olasi lokuslar belirlenir.
Bireyler, sayisi 100 binleri agsan bu lokuslar kullanilarak karsilastirilir ve analizlerde
kullanilacak milyonlarca tekli nikleotit polimorfizmalari (genetik belirtegler) ortaya

konulmus olur.

2.3.3. Filogenetik analizler igin veri hazirlanmasi ve lokus belirlenmesi

Her bir bireye ait sekanslar ham RAD kutiphanelerinden 8 baz ciftlik barkodlar
yoluyla cikartilarak farkh fastq dosyalarina 6zgun perl yazilimlari kullanilarak
bireylere ayrilmistir. Bireysel RAD sekanslari kullanilarak farkli genlerin
tanimlanmasi, Saglam ve ark., (2016)da verilen yontemler cergevesinde
gerceklestiriimistir. Kisaca, farkli bireylere ait sekans okumalari tek bir fasta dosyasi
altinda toplandiktan sonra, bitin sekanslar bu fasta dosyasina hizalanarak butun
sekans ciftleri icin birey i¢i ve bireyler arasi haritalanma yapilmistir. Elde edilen her
bir  birey National Center for Biotechnology Information (NCBI,
https://www.NCBI.nlm.nih.gov/) isimli veri bankasinda bulunan TAIR10.1
(GCF_000001735.4) kodlu Arabidopsis thaliana referans genomuna asagidaki script

kullanilarak hizalanmistir.
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#!/bin/bash -|

pop=$1

n=$(wc -l ${pop} | awk {print $1}")

ref=$2

bwa index -a bwtsw ${ref}

X=2

while [ $x -le ${n} ]

do

string="sed -n ${x}p ${pop}"

str=$($string)

var=$(echo $str | awk -F"\t" "{print $1, $2, $3})

set -- $var

c1=$1 ### well no ###

c2=$2 ### Barcode ###

c3=$3 ### codes ##H#

echo "#!/bin/bash" > ${c3}.sh

echo " >> ${c3}.sh

echo "bwa mem ${ref} ${c3} _R1.fastq ${c3}_R2.fastq > ${c3}.sam" >> ${c3}.sh
echo "samtools view -bS ${c3}.sam | samtools sort - > ${c3} sorted.bam" >> ${c3}.sh

echo "samtools view -b -f Ox2 ${c3} sorted.bam > ${c3} sorted_proper.bam" >>
${c3}.sh

echo "samtools rmdup ${c3} sorted_proper.bam ${c3} sorted proper_rmdup.bam"
>> ${c3}.sh

echo "samtools index ${c3}_sorted_proper_rmdup.bam" >> ${c3}.sh
sbatch -t 1440 --mem=32G -c 1 ${c3}.sh
x=$(($x + 1))

done

37



2.3.4. Filogenetik Analizler

Filogenetik analizlerde kullanilacak lokuslar belirlenirken Altinkaya ve ark. (2020,
hazirlik agsamasinda) tarafindan geligtirilen yazilimlar ve scriptler kullaniimistir. Grup
ici cesitliligi en iyi yansitabilecek lokuslari segme amaciyla bir grupta en az iki birey
ile temsil edilen lokuslar segilmistir. Secilen lokuslardan angsd programi kullanilarak
(Korneliussen, Albrechtsen ve Nielsen, 2014) 1200 adet fasta dosyasi
olusturulmustur. Bu dosyalardan rastgele secilen ve tamami ¢ekirdek genomuna ait
100’er lokustan olusan “lociset01” ve “lociset02” isimlerinde 2 adet veri seti
olusturulmustur. Bu veri setlerinden birincisi iki adet 50’ser lokusluk veri setine
bolinmus (locisetO1_first50 ve lociset01 _second50) ve elde edilen veri setlerinin
herbiriyle ayni analizler yurutilmustur. Sonug olarak nihai analizler i¢in 2 adet 50 ve 2
adet 100 lokusluk veri setleri kullaniimistir. Gergeklestirilen tim analizlerde Noccaea
cinsi ile ilgili ydrutilen ve RADSeq verisine dayali filogenetik analizlerde
(yayinlanmamis veri) N. aucheri tir kompleksiyle yakin iligkili oldugu bilinen N.

rosularis (Boiss. & Balansa) Al-Shehbaz dis grup olarak kullaniimistir.

Temel filogenetik analizler ¢ok tlrlu koalesent yaklasimiyla (multispecies coalescent)
BEAST 2 version 2.6.2. (Bouckaert ve ark., 2019) paket programinda
gerceklestiriimistir. Cok turli koalesent yaklasimi, gen agdaglarinda gortlen
varyasyonlari tur agaclarini, yani turlerin gegcmisindeki ayrilma oOykusunu dogru
tahminleme icin kullanir (Saglam ve ark., 2019). Bu yaklasim N. aucheri Tir
Kompleksi'ne ait populasyonlar arasindaki filogenetik iliskiyi tanimlamak igin
kullaniimistir. Yani oncelikli olarak 6rneklenen her birey bir populasyona atanmis ve
boylelikle tir agaci yerine populasyon agaclari elde edilerek populasyonlarin
taringeleri (birlesmeleri) ortaya konulmustur. BEAST analizleri igin gerekli xml.
dosyalari BEAUti (Drummond ve ark. 2012) yazilim paketi ile farkli gen agaclari
arasindaki varyasyonlari bir tur/populasyon agaci Uzerinde Ozetleyen *BEAST2
(Heled ve Drummond 2010) sablonu kullanilarak hazirlanmistir. Kullanilan tdm
lokuslar icin “mutasyon” ve “saat modelleri” birbirine baglanmis (linked), ve kullanilan
RAD lokuslarinin kisaligi hesaba katilarak mumkin olan en sade model olan JC69
modeli substitution hizi sabitlenerek kullaniimistir. Molekuler saat igin “Strict
Molecular Clock” secilmis ve mutasyon hizi 0-100 arasi “uniform” dagilimdan
orneklenerek hesaplanmistir. Popullasyon buylme modeli olarak ise “Constant

Population Growth Model” secilmistir. Her bir veri seti i¢cin 2 bagimsiz Marcov Chain
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Monte Carlo (MCMC) analizi, 50 milyon zincir uzunlugunda gergeklestiriimis
(toplamda 10 analiz) ve her 5000 jenerasyonda bir drneklem yapilarak toplamda
10000 agac elde edilmistir. Ayni 6rneklem stratejisi analizde kullanilan parametrelerin
onsel (prior) ve ardil (ardil) olasiliklarinin degerlendiriimesinde kullanilan “log” uzantih
dosyalar icinde gercgeklestirilmigtir. Tum analizlerden elde edilen log dosyalarinin
Tracer version 1.7.1. (Rambaut ve ark., 2018) programi kullanilarak Effective Sample
Size (ESS) degerleri kontrol edilmig, ayrica bagimsiz gerceklestirilen analizler
arasinda farkli parametreler agisindan yakinsama olup olmadidi, yine bu program
yardimiyla gorsellestirilmigtir. Farkli analizlerden gelen .trees uzantili aga¢ dosyalari
ise %10 burn-in degeriyle (bagimsiz her bir analiz igin ilk 1000 agag) birlikte
Logcombiner v2. 4.7 ( Rambaut ve Drummond, 2017) programinda birlestirilmistir.
Birlestirilen agaclar Treeannotator v. 2.2 programi yardimiyla “Maksimum Clade
Credibility tree” seklinde 6zetlenerek tek bir agag elde edilmistir. Bu nihai agacg ise
Figtree v.4 (http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/, erigim tarihi: 21.07.2020)

programi ile gorsellestirilmistir.

Yukarida detaylari verilen tim analizler ayni parametreler kullanilarak N. aucheri tir
kompleksine ait tlrlerin populasyonlar yerine tlrlere atanmasi suretiyle de

gerceklestiriimis ve tur agaclari elde edilmigtir.

2.3.5. Tur Sinirlandirmasi

Filogenetik analizler sonucu elde edilen veri setlerine ait agaclar Figtree yardimiyla
newick formatina donusturtlmustar. Daha sonra bu dosyalar GMYC (Generalized
Mixed Yule Coalescent) (Fujisawa ve Barraclough, 2013) ve PTP (Poisson Tree
Processes) (Zhang ve ark., 2013) metodlariyla tir sinirlandirmasi analizleri igin ilgili
metodlarin  web  sunucularinda  kullanilmistir.  (https://species.h-its.org/  ;

https://species.h-its.org/gmyc/)

GMYQC, tur sinirlandirma igin ultrametrik agaclar (zaman kalibrasyonlu) kullanan, ¢ok
tlrll koalesent tabanli populer bir metottur. Tlrler arasi dallanmalari yani tlrlesmeyi
ortaya ¢ikma sureci, tir i¢i dallanmalari ise n6tr koalesent slrecler olarak modeller.
GMYC nispeten kugluk populasyonlar ve dusuk ortaya ¢ikma hizlari ile daha iyi
performans gostermektedir.(Esselstyn vd, 2012; Fujisawa ve Barraclough, 2013;
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Zhang ve ark., 2013 ). GMYC'nin bir dezavantaji, ultrametrik girdi agacinin
dogruluguna bagh olmasidir. Belirli bir soy hattindan ultrametrik bir aga¢ elde etmek,
bilgi islem acisindan yogun ve potansiyel olarak hataya acik bir surectir. Bu nedenle
ultrametrik agac¢ hazirlanirken BEAST gibi populer ve saglam yazilimlari se¢cmek
daha guvenilir olacaktir (Fujisawa ve Barraclough, 2013; Zhang ve ark., 2013). PTP
ise tur sinirlandirma igin koklendirilmis filogenetik agaclari kullanan ve yine ¢ok turla
koalesent tabanh bir metottur. PTP'de, turlesme veya dallanma olaylari mutasyon

(substitutions) sayisina gére modellenmektedir (Zhang ve ark., 2013).

GMYC ile gercgeklestirilen analiz i¢in “Single Thereshold” modeli kullaniimis, PTP
analizi ise 100000 MCMC jenerasyonu ile her 100 jenerasyonda bir 6rneklem
yapilarak 0.1 burn-in ve 123 seed degeriyle gerceklestiriimistir. Tum bu analizlerde

filogenetik analizlerde oldugu gibi N. rosularis dis grup olarak kullaniimistir.

Tar sinirlandirmasi analizleri ayrica BEAST2 (Bouckaert ve ark., 2019) programi
icerisinde bulunan ve esik degeri (threshold) tabanli ¢alisan STACEY (Jones, 2017)
paketi kullanilarakta gercgeklestiriimistir. STACEY birgcok tlr sinirlandirmasi programi
gibi cok turli koalesent metoduna dayanarak tur sinirlandirmak icin Bayesian
yaklagimi kullanir. Ancak STACEY analizlerinde tanimlanan her minimal kime
(populasyon ya da tur) her lokusa ait en az bir tane DNA dizisi gerektirmekte ve
elimizdeki tek bireyle temsil edilen populasyonlarin bu 6zelligi karsilamamasi
sebebiyle bu analiz, populasyon agaci yaklasimi ile kullanilamamis fakat tir agaci
yaklagimiyla kullanilabilmistir (Jones, 2016). Gergeklestirilen analizde The ‘Collapse
Weight' parametresi Beta 6n olasilik dagihminin a ve B parametreleri 1 olacak
sekilde ayarlanmasi ile hesaplanmistir. Bu yontem oOzellikle analiz edilecek kiimeler
hakkinda o6nsel bilgi olmadigi durumlarda tavsiye edilmektedir. STACEY igin
kullanilan MCMC analizleri *BEAST’te kullanilanlarla ayni sekilde ayarlanmigtir.
Analiz sonucunda elde edilen filogenetik agaglardan olusan trees uzantih dosya
asagidaki komut kullanilarak SpeciesDelimitationAnalyser v1.8.0 (Jones ve ark,
2015) paketinde analiz edilmis ve minimal kiimeler hesaplanmistir.

java -jar speciesDA.jar -burnin 1000 -collapseheight 0.00003 -simcutoff 1.0 <input
file> <output file>
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3. BULGULAR

3.1. Orneklem ve Arazi Galigmalari

Gergeklestirilen arazi calismalari, literatir taramalari ve herbaryum kayitlari
dogrultusunda N. aucheri Tur Kompleksi’'nin Tuarkiye igerisindeki dagilim alani
guncellenmistir. Literatlr ve herbaryum kayitlarinin yani sira tarlerin potansiyel olarak
bulunabilecegi lokasyonlar da ziyaret edilmis ve vyeni kayitlar literatire
kazandinimigtir (Sekil 3. 1.).

@ N. aucheri
@ . sempervivum

@ N. mummenhoffiana

Sekil 3.1. N. aucheri Tir Kompleksi'nin gincellenmis dagihm haritasi
3.2. Numerik taksonomik Analizler

N. aucheri Tir Kompleksi'ne ait vejetatif ve generatif organlarin Olgllmesi ve

skorlanmasi ile elde edilen dendrogram $Sekil 3. 2.’de verilmistir.
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BO 5538-9
r B8O 5538-10
BO 5530-12
'—:BO 5530-1
BO 5530-15

BO 5529-1
— BO 5529-4

BO 5538-2
_{—I—ao 5538-3
BO 5538-4

BO 5538-1

BO 5511-3
BO 5511-6

BO 5248
BO 5468-1
BO 5469-1

BO 5492-1
BO 5492-3

BO 5492-2

BO 5499-3

BO 4969-2

| _|‘|—ar:> 5006
BO 5522-2
BO 4477

_‘l—ao 3639
BO 5522-1

BO 5469-5

BO 5469-7
BO 5469-4
BO 5468-5

BO 5468-6

BO 5486-1

BO 5486-6

AG 6812
AG 6032
BO 4466-1

1_:"’ 4466-9
BO 4466-6
BO 4466-7

I BO 4466-8

BO 5479-2

— BO 5479-5
— L 8044842
BO 5426-2
BO 5426-3
BO 5452-1
BO 5452-3
BA 5369

BO 5479-3
A Pamukcuoglu(HUB)

BO 5512
A.Pamukguogiu & Quezel(HUB)
BO 5511-2

BO 5434-1

@ N. aucheri

Be 5;;55';45 ! @ N. sempervivum
] B @ N. mummenhoffiana
BO 4969-1

Sekil 3.2. N. aucheri Tur Kompleksi'ne ait morfolojik verilerle elde edilen dendrogram
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Analiz sonucunda, analize dahil edilen 3 tir de morfolojik olarak belirgin bir
gruplagsma gostermemigtir. Yesil renkle gosterilen ve mevcut teshis anahtarlariyla N.
mummenhofiana olarak isimlendirilen populasyonlar N. mummenhoffiana’nin tip
lokalitesi ve civarinda N. aucheri’'nin Erzincan populasyonlariyla birlikte
kiimelenmistir. Bununla beraber; bu tiriin Hacettepe Universitesi Herbaryumu’ndan
elde edilen Rize populasyonlarina ait bireyler (AG 6812 ve AG 6032) dendrogramda
tamamen farkli bir bélgede yer almistir. Kirmizi ile gosterilen N. aucheri oldugu kabul
edilen bireylerden, Erzincan populasyonlarina ait olanlar dendrogramda, N.
mummenhoffiana’ya ait bireylerin arasinda yer almigtir. Bunlarin disinda kalan N.
aucheri’ler ve mor renkle belirtilen ve N. sempervivum oldugu kabul edilen
populasyonlar ise kayda deger bir gruplasma olusturamamigstir. Sonug olarak Sekil 3.
2. deki dendrogramda 3 Noccaea turinin de morfolojik olarak birbirlerine yakinhk

gOsterdigini ve i¢ ige ge¢gmis durumda oldugunu gorulmektedir.

N. aucheri Tar Kompleksi'nin incelenen morfolojik karakterleri bakimindan en ¢ok
varyasyon gozlemlenen organi yaprak olmustur. Hem gévde yapraklarinda (Sekil
3.3.) hem de taban yapraklarinda (Sekil 3.4.) cok cesitli boy, sekil ve dis yapisina
rastlanmistir. incelenen karakterler arasinda en az varyasyon ise ¢igek ile ilgili
karakterler arasinda goézlenmistir. S6z konusu 3 turde de oldukga stabil bir gicek
yapisi (sepaller oblong, mor veya beyaz 2 x 1 mm., petaller oblong veya oblong-
spatulat, beyaz, 2-4 x 2-3 mm) vardir. Turkiye Florasi’nda ayrim karakterlerinden bir
tanesi olarak karsimiza cikan stilus boyu ise turleri ayirmada yetersiz kalmigtir.
Geleneksel olarak N. sempervivum oldugu varsayilan populasyonlarda belirgin
stiluslara ve tam tersi geleneksel olarak N. aucheri oldugu varsayilan
populasyonlarda da kisa stiluslara rastlanmistir. N. mummenhofiana oldugu
varsayllan populasyonlarda ise hem kisa hem uzun stiluslar bulunmaktadir
(Sekil.3.5.).
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Sekil 3.3. N. aucheri Tur Kompleksi’nden bazi populasyonlarin govde yapraklari
(Siyah barlar 1cm’lik uzunlugu belirtmektedir.) a) BO 5434, Mersin, Erdemli, b) BO
5435, Konya, Derebucak, Camlik, c) BO 5452, Kayseri, Pinarbasi, d) BO 5530,
Erzincan, Kesis Dagi, €) BO 5468, Sivas, Yildizeli, Camlibel, f) BO 5469, Sivas,
Yildizeli, Sariyar, g) BO 5511, Erzincan, Sipikér Gegidi (Turkiye Florasi'na gore; a-c

arasl : N. sempervivum, d-g arasi : N. aucheri)
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Sekil 3.4. N. aucheri Tur Kompleksi’'nden bazi populasyonlarin taban yapraklari
(Siyah barlar 1cm’lik uzunlugu belirtmektedir.) a) BO 5538, Giresun, Alucra, Kurbaba,
b) BO 5435,Konya, Derebucak, Camlik c) BO 5445, Kayseri, Burhaniye-Kapuzbasgi,
d) BO 5452, Kayseri, Pinarbagi, e) BO 5434, Mersin, Erdemli, f) BO 4969, Kayseri,
Yahyali, g) BO 5499, Erzincan, Sipikdr Dagi, h) BO 5468, Sivas, Yildizeli, Camlibel,
1) BO 5492, Erzincan, Sakaltutan Gegcidi, j) BO 5486, Erzincan, Refahiye (Tirkiye
Floras’'na gore; a: N. mummenhofiana, b-f arasi: N. sempervivum g-j arasi: N.
aucheri)
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Sekil 3.5. N. aucheri Tur Kompleksi’'nden bazi populasyonlarin meyveleri (Siyah bar
1cm’lik uzunlugu belirtmektedir) 1) BO 3691, Gumishane, Torul, 2) BO 5388,
Giresun, Alucra, Kurbaba, 3) BO 5538, Giresun, Alucra, Kurbaba, 4) BO 4477, Sivas,
Yildizeli, Camlibel, 5) BO 4484, Sivas, Zara, Kirkgdz, 6) BO 5426, Sivas, Kangal, 7)
BO 5486, Erzincan, Refahiye, 8) BO 5511, Erzincan, Sipikér Gegidi, 9) BO 3573,
Konya, Derebucak, Camlik, 10) BO 5435, Konya, Derebucak, Camlik, 11) BO 4466,
Kayseri, Pinarbasi, 12) BO 5006, Adana, Pozanti ( Tirkiye Florasi’na gore; 1-3 arasi:

N. mummenhofiana, 4-8 arasi: N. aucheri, 9-12 arasi: N. sempervivum)

Son olarak N. aucheri’nin Erzincan Kesis Dagi populasyonunda yukseklige bagh
olarak olusan bir morfolojik varyasyon gdézlenmistir. Kesis Dagrnin eteklerinden
(1950 m) toplanan bireyler N. aucheri icin tipik olan iki yillik olma, tabandan tek
govdeyle ¢cikma, steril rozetlere sahip olmama ve 45-70 cm uzunlugunda olma gibi
morfolojik 6zelliklere sahiptir. Bunun yani sira dagin orta-Ust kisimlarinda (yaklasik
2800 m) tabandan birden fazla gdvdeyle ¢ikip steril rozetleri olan, ¢ok yillik yasam
sekline sahip ve 25 cm’den kisa bireylere rastlanmistir. Dagin zirve noktalarina yakin
yerlerde (yaklasik 3000 m) yetisen bireylerde ise yukaridaki 6zelliklerin (tabandan
birden fazla gdvdeyle c¢ikma, steril rozetlere sahip olma, ¢ok yillik yasam sekline
sahip olma) yaninda bitki boyunun iyice kisaldigi (< 10 cm) ve tipik N.

mummenhoffiana formuna dénustigu bireyler gdozlenmistir (Sekil 3.6.).

46



Sekil 3.6. Erzincan Kesis Dagi N. aucheri populasyonu a) Dagin eteklerinden (1950
m) bir birey b) Dagin eteklerinden bir bireyin gévde yapraklari ¢) 2800 m’den
toplanmis ¢oklu gévdeye sahip bir birey d) Dagin zirvesinden (3000 m) bir birey.
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3.3. Filogenomik Analizler ve Popiilasyon Agaclari

4 farkh veri seti ile *BEAST programinda gergeklestirilen agaclar Sekil 3.7., Sekil 3.8.
ve Sekil 3.9.da verilmistir. Elde edilen tim populasyon agaclarinda N. aucheri tir
kompleksini olusturan populasyonlar monofiletik (veri setleri igin sirasiyla 0.99, 1.00,
0.99 ve 0.98 ardil olasilik) olarak karsimiza c¢ikmaktadir. Morfolojik ve cografi
bilgilerimiz 1s1ginda N. sempervivum oldugu dustnulen populasyonlar 4 analizde de
birlikte kimelenmekle beraber, elde edlen nodlara orta (0.91-0.92, (Sekil 3.8. ve
3.9.)) ya da dusuk (0.52-0.57 (Sekil 3.8. ve 3.10.)) ardil olasilik degerleri ile
desteklenmistir. Yine tum analizlerde bu ture ait bazi populasyon gruplari oldukca
tutarll bir sekilde bir arada bulunmaktadir. Ornegin Kizildag, Fethiye ve Camlik
populasyonlarinin olusturdugu klad 4 farkh veri seti ile gergeklestirilen analizlerde
0.59 (lociset01_second50) ile 0.99 (locisetO1 first 50) arasinda degisen ardil
olasliliklarla desteklenmektedir. N. aucheri turinu olusturan tim populasyonlar da 4
farkh veri seti ile gergeklestirilen analizlerde tutarli bir gsekilde monofiletik

g6ziukmemektedir. N. sempervivum 6rneginde oldugu gibi bazi populasyon gruplari

tim analizlerde ya kardes grup ya da ayni klad icerisine yerlesmekte (Ornegin
Kangal ve Pinarbasi populasyonlari) iken, bazi poptlasyonlarin agdaclardaki yeri
dikkate deger bir sekilde degismektedir. Ornegin ilk Ug¢ veri setinde kendisi disinda
kalan tum populasyonlara kardes pozisyonda ve bazalda yer alan Cankir
populasyonu, 4.veri setinde (lociset02) 0.3 gibi dusuk bir ardil olasilikla da olsa
Kangal ve Pinarbagi populasyonlarina kardes olacak sekilde agacin i¢ nodlarina
yerlesmektedir. Bahsi gegcen analizde Camlibel populasyonu ise dnceki U¢ analizde
Cankiri populasyonunun yerlestigi pozisyona yani bazal ve geri kalan tim tdrlerle

kardes konuma yerlesmektedir.

Bu kompleksin 3. tlirG olan N. mummenhoffiana’nin analizlerde kullanilan iki
popullasyonu da tum analizlerde bir arada bulunmakta iken, bunlardan ilk veri seti
olan lociset01_first50 de 0.77 gibi dusuk bir ardil olasilikla desteklenmis, diger veri
setlerinde ise sirayla, 0.93, 0.92 ve 0.97 gibi orta ya da yuksek ardil olasilik
degerleriyle desteklenmektedir. Ancak tum analizlerde N. mummenhoffiana tirtine ait
bu iki popullasyon N. aucheri turine ait populasyonlarin igerisinde, Ozellikle de

Sivas/Erzincan civari populasyonlariyla birlikte bulunmaktadir.
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Sekil 3.7. 50 lokusluk veri setlerine ait *BEAST programindan elde edilmis
populasyon adgaclari. Morfoloji ve vyayilis bilgileri goéz o6nune alinarak her
popiilasyonun uyumlu oldugu turler agaclar izerinde farkl renklerle gésterilmistir. iki
aga¢ arasinda popdulasyonlarin pozisyonu agisindan olusan farkhliklar ¢izgilerle
gOsterilmektedir. Her veri setine ait gercgeklestirilen bagimsiz iki analiz arasindaki
yakinsama, analizlerin ardil olasiliklarina ait marjinal yogunluk (marjinal density)

grafikleri gakistirilarak agaclar Gzerinde gosterilmistir.
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Sekil 3.8. 100 lokusluk veri setine (lociset01) ait *BEAST programindan elde edilmis
populasyon agaci. Morfoloji ve yayilig bilgileri goz énune alinarak her populasyonun
uyumlu oldugu tirler aga¢ Uzerinde farkh renklerle goésterilmistir. Veri setine ait
gerceklestirilen bagimsiz iki analiz arasindaki yakinsama, analizlerin ardil
olasliliklarina ait marjinal yogunluk (mariginal density) grafikleri gakistirilarak agac¢

Uzerinde gosterilmistir.
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Sekil 3.9. 100 lokusluk ikinci veri setine (lociset02) ait *BEAST programindan elde
edilmis populasyon agaci. Morfoloji ve yayilis bilgileri gz 6nune alinarak her
populasyonun uyumlu oldugu turler agag¢ Uzerinde farkli renklerle gosterilmistir. Veri
setine ait gergeklestirilen bagimsiz iki analiz arasindaki yakinsama, analizlerin ardil
olasliliklarina ait marjinal yogunluk (mariginal density) grafikleri ¢akistirilarak agag¢

uzerinde gosterilmistir.
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3.3.1. Tur Sinirlandirmasi

*BEAST analizlerinden elde edilen filogenetik agaclar kullanilarak gerceklestirilen
GMYC ve PTP tur sinirlandirma analizleri kullanilan veri setleri igin farklilik
gOstermekle beraber bu kompleks igerisinde birden fazla tarin varhdini isaret
etmektedir. GMYC analizleri lociset01 ve locisetO1_first50 veri icin N. aucheri tarine
ait Cankiri populasyonunu bir tur, geri kalan tim populasyonlari da ikinci bir tir olarak
onermektedir. Lociset01_second50 veri setinde Cankiri populasyonuna ilave olarak
N. mummenhoffiana’nin kullanilan iki populasyonu ile N. aucheri’nin Kirkgbz ve
Erzincan populasyonlarint hep birlikte ikinci bir tar olarak, geri kalan tim
populasyonlari ise 3. bir tir olarak onermistir. Lociset02 veri seti ise topolojik olarak
lociset01_second50 veri setinden elde edilen agaca benzemekle beraber, farkli
olarak N. aucheri turunun Camlibel populasyonu diger analizlerde Cankir

populasyonunun oldugu konumda ortaya ¢ikmaktadir (Sekil 3.10).
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Sekil 3.10. Kullanilan 4 farkh veri setinden elde edilen popllasyon agaglarina ait
Generalized Mixed Yule Coalescent (GMYC) yaklasimiyla gergeklestirilen tir
sinirlandirma analizleri. Aga¢ Uzerinde kullanilan renkler analiz sonucu Onerilen

turlerle uyumludur.
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PTP analizlerinde ise locisetO1 first50 veri seti 8 farkli tlr Onerirken,
locisetO1_second50 ve locisetO1 veri setleri birbirleriyle uyumlu olacak sekilde 2 tar
onermistir. Bunlardan birincisi N. aucheri tlrlne ait Cankiri populasyonu ikincisi ise
ug ture ait diger tum populasyonlardan olusmaktadir. Lociset02 veri seti ise onceki iki
veri seti sonucunda elde edilen agacglara benzer bir topolojiye sahip olmakla beraber,
burada en disarda kalan populasyon N. aucheri tirtine ait Camlibel populasyonudur.
Bu analizde, Camlibel populasyonu ve geri kalan tum populasyonlar tek tur olacak

sekilde toplamda iki tir dnermektedir (Sekil 3.11).
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Poisson Tree Processes (PTP)
Maximum Likelihood Solution
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N =N. rosularis

B =Program tarafindan énerilen turler
Sekil 3.11. Kullanilan 4 farkh veri setinden elde edilen poptlasyon agaglarina ait
Poission Tree Processes (PTP) yaklagimiyla gergeklestirilen tir sinirlandirma
analizleri. Her agacta terminallerin karsisinda bulunan kirmizi barlar program

tarafindan onerilen turleri temsil etmektedir. Mavi bar ise dis grubu gostermektedir.
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N. aucheri tir kompleksi igin son olarak BEAST programi igerisinde STACEY paketi
kullanilarak gercgeklestirilen tlr sinirlandirma analizi sonuglari Cizelge 3.1." de

verilmigtir.

Cizelge 3.1. STACEY analizinden elde edilen adaclarin SpeciesDelimitationAnalyser

programinda degerlendiriimesi sonucu elde edilen 6zet istatistikler

count |fraction |similarity | nclusters [N.ros. |N.auc. N.sem N.mum.

9001 1.00 9001.0 |4 1 2 3 4

Burada “count” degeri burn-in sonrasi kullanilan aga¢ sayisini belirtmekte, “fraction’
dederi ise bu analiz i¢cin Bayesian analizlerinde kullanilan ardil olasilik degerine
eslenik olarak kullaniimaktadir. nclusters ise analiz sonucunda programin onerdigi

tlr sayisini géstermektedir. (Sekil 3.12).

N. aucheri

N. mummenhoffiana

N. sempervivum

N. rosularis

Sekil 3.12. *BEAST analiz sonucunda elde edilen tir agaci. ardil olasilik degerleri

nodlar Uzerinde gdosterilmistir.
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Tar sinirlandirma analizleri igin kullaniimig olan GMYC, PTP ve STACEY gibi farkh
metodlar sonucunda farkli verisetlerinden N.aucheri tir kompleksi i¢in elde edilen

tur sayilari Gizelge 3.2.’de verilmigtir.

Cizelge 3.2. Farkli tdr sinirlandirma analizleri sonucu elde edilen tir sayilari

Veri seti
LocisetOl1l_first50 Lociset02_second5 LocisetOl Lociset02
Metod 0
GMYC 2 3 2 3
PTP 8 2 2 2
STACEY 3 3 3 3
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4. TARTISMA

Dogal ekosistemlerin dunya capindaki tahribati, turlerin yok oluglarini buyuk
oranda hizlandirmaktadir. Morfolojik olarak korunmus ancak genis dagilimh
turlerde ozellikle kriptik turlerin tespit edilememesi, genetik ¢esitliligin oldugundan
daha az gorunmesine neden olur. Bu durum, evrimsel iligkileri belirsizlegtirir ve
uygun koruma yoéntemlerinin gelistiriimesinin dnlinde engel olusturur. Cogu tirin
daha tanimlanamamis durumda oldugu goz onune alindiginda, biyocesitliligi
belirleme ve acgiklamaya yonelik ¢alismalara agirlik verilmesi gerekmektedir. Bu
alana yonelik ve 6zellikle kriptik turler Gzerine yapilan arastirmalar, DNA dizilerinin
kullanimina yonelik yontemlerin gelismesiyle artis gostermistir. Bu yontemlerin
yayginlasmasi bir¢ok taksonomik grupta kriptik gesitliligin ortaya c¢ikartiimasinda
yararli olmustur ve bu durum evrimsel farklilasmaya eslik eden mutlak bir
morfolojik degisimin olmadigini dogrulamaktadir (Bickford ve ark., 2007; Natusch
ve ark 2020). Belirgin molekuler farkliliklara ragmen morfolojik olarak korunmus
tarlerin varhgi, evrimsel iligkilerin ¢cézUmlenmesinde butunlestirici yaklasimlarin
gerekliligini tesvik etmektedir (Dayrat, 2005). Benzer bir sekilde sadece molekuler
verilerin tr sinirlandirma igin kullaniimasi, ozellikle yuksek ¢ozunarluklu veriler
kullanildiginda, tur sayisini Yukaridaki 6rnegin aksine oldugundan daha fazla
goOstermektedir (Sukumaran ve Knowles, 2017). Dolayisiyla sadece genetik ya da
sadece morfolojik yaklasimlar yerine tur sinirlandirmasinda morfolojik, molekuler
ve ekolojik verilerin butlnlestirici bir yaklagimla kullanilmasi tir sinirlarini tespit
etmede daha saglikli sonuglar verecektir. Gergeklestirmis oldugumuz bu galisma
N. aucheri Tar Kompleksine ait ve bu kompleksin hem yayilis alanini hem de
sergiledigi morfolojik gesitliligi baylk olgide temsil eden 16 populasyon ve 40
bireyden elde edilmis 200 RAD lokusu ile bu lokuslarin farkli drnekleme stratejisine
dayanmaktadir. Sonuc¢ olarak gercgeklestirilen butin c¢ok turli koalesent

yaklasimlarina dayali analizler sonucunda;
1) Kompleks kapsamindaki 3 turun birlikte monofiletik bir soy olusturdugu,

2) Bahsi gegen ve simdiye kadar geleneksel yontemlerle sinirlandiriimis bu 3 turi
olusturan popdulasyonlarin, ne geleneksel siniflandirmayla ne de bu
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siniflandirmadan bagimsiz olarak tutarli ve morfolojiyle desteklenen monofiletik

soylar olusturmadigi ortaya konulmustur.

N. aucheri ve N. sempervivum tdrleri igin tanimlanmig olan; taban yapraklarinin
boyu, bu yapraklara ait kulakg¢iklarinin gelisme dereceleri, meyve tabani, septum
morfolojisi, stilus boyu vb. teshis amach kullanilan karakterler, Ozidogru ve
German 2018'de de bahsedildigi Uzere buyuk o6lgide birbiriyle karigmaktadir.
Kuzey-dogu Anadolu boélgesindeki N. aucheri populasyonlarinda (6zellikle
Erzincan) nispeten kisa taban yapraklarina ilave olarak N. sempervivum igin
g6zlemlenmis olan 5 cm’yi de asan uzun taban yapraklarina da rastlaniimistir.
Bazi N. sempervivum populasyonlarinda (6r. Kayseri, Yahyall) ise taban
yapraklarinin boyuyla ilgili Tarkiye Florasi’'nda verilen 5 cm sinirini bile asan

dlctimlere rastlanmistir (Hedge, 1965; Oziidogru ve German, 2018).

iki tir icin Turkiye Florasr’nda verilen bir baska énemli ayrim karakteri olan stilus
boyu ise yine Ozidogru ve German 2018de bahsedildigi gibi ic ice gecmis
durumdadir. N. sempervivum'un tipik 6rneklerinde goérilen 0,2-0,3 mm’lik belirgin
olmayan stiluslarin yani sira neredeyse 1 mm’ye yaklasan stiluslara sahip N.
sempervivum ornekleri (Or. Konya ve Kayseri populasyonlari) bu calismada tespit
edilmistir. N. aucheri'de ise yine Ozidogru ve German, 2018 ile uyumlu olarak
genellikle olgulen uzun stiluslarin yani sira, neredeyse noktasal stiluslara sahip
bireylere (Or. Sivas poplilasyonlari) rastlanmistir.

Literatire gore kompleks igerisinde morfolojik olarak en belirgin tir olan N.
mummenhoffiana’da da benzer sekilde, morfolojik ayrim karakterleriyle ilgili bir
karisiklik ilk defa bu galisma ile ortaya konulmustur. Bu durum o6zellikle Erzincan,
Kesis Dagr'nda gercgeklestirilen arazi ¢alismalarinda gozlenmistir. Kesis Dagr'nin
eteklerindeki N. aucheri populasyonu bu tur igin tipik olan iki yillik, tabandan tek
gOvdeyle c¢ikan, steril rozetleri olmayan ve 45-70 cm uzunlugunda bireylerle temsil
edilirken, dagin orta-Ust kisimlarinda tabandan birden fazla gévdeyle ¢ikip steril

rozetlere sahip ¢ok yillik yasam sekline sahip 25 cm’den kisa bireylerle temsil
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edilmektedir. Dagin zirve noktalarina yakin yerlerde yetisen bireyler ise yukaridaki
Ozelliklerin yaninda boy olarak da iyice kisalmis (<10 cm) ve tipik N.
mummenhoffiana formuna donusmustir. N. mummenhoffiana i¢in tanimlanmig bu
Ozellikler, yani ayni kokten ¢ikan birden fazla gévde, ¢ok yillik yasam formu, 20
cm’den kisa bitki boyu vb.) bu tiriin N. aucheri trlinin alpinik bir formu oldugunu
dusundurmektedir. Kesis Daginda gergeklestirilen arazi calismalari (2019 yaz
aylari) molekiller analizler tamamlandiktan sonra yapildigi igin, maalesef bu
populasyonlara ait ornekler RADSeq veri setinde bulunmamaktadir. Ancak
molekuler analizlerde kullanilan N. mummenhoffiana’nin tip lokasyonu olan Artabel
Daglari 6rnedi de dahil iki populasyon, N. aucheri’nin cografi olarak Kesis Dagi’'na
yakin konumda bulunan Erzincan ve gevresindeki populasyonlariyla yakin iligkili
g6zukmektedir (Sekil 3.7. ve Sekil 3.9.)

Tarkiye Florasi’'nda, i¢ ice gecmis ayrim karakterlerine ek olarak, tlrlere ait
(hepsinin farkh tir oldugu dustnuldaginde) bazi dagihm bilgilerinde de sorunlar
oldugu bu galismayla ortaya konulmustur. Gergeklestirilen butin analizler ve arazi
g6zlemleri dogrultusunda, Mersin ve Fethiye populasyonlari hari¢ N. sempervivum
olarak isimlendirilen popiilasyonlarin dagilimi agirlikh olarak Akdeniz Bélgesi Iklimi
ile ic Anadolu’nun karasal iklimi arasindaki gecis bélgelerinde; N. aucheri ve N.
mummenhoffiana olarak isimlendirilen populasyonlarin ise dogrudan karasal iklim
etkisinin goruldugu bolgelerde yogdunlastigr gorulmektedir. Buradan yola ¢ikarak
Tarkiye Florasi’'nda verilen, B6 Kayseri: Pinarbasi to Sariz, 1600 m, Hub.-Mor.
10973 ve A5: Kastamonu, Elmalu Da.(c. 17 km, SSE of Tosya) lokalitelerinin
yanhs tdrler altina islendigi acgikga gorilmektedir (Hedge, 1965). Pinarbasgi
populasyonu, taban yapraklarinin sekli ve kenarlarindaki dis sayisi, gdvde
yapraklarinin sekli ve mor renklenmesi gibi morfolojik 6zellikler bakimindan N.
sempervivum gibi gérinmekle beraber filogenetik agacglarin neredeyse timunde,
N. aucheri olarak isimlendirilen Kangal populasyonuyla ayni yerde konumlanmistir.
100 lokusluk ikinci veri setinde ise Pinarbagl ve Kangal populasyonlariyla ayni
yerde konumlanan 3. bir populasyon, Cankiri populasyonu dikkat gekmektedir. N.
aucheri olarak isimlendirilen Cankiri populasyonu 100 lokusluk ikinci veri setinden
elde edilmis aga¢ disindaki tim agaclarda diger tUm populasyonlardan ayri bir
pozisyona yerlesmistir (Sekil 3.7. ve Sekil 3.8.) Cankiri populasyonunu morfolojik
olarak ele aldigimizda; bitki boyu, stilus boyu, taban ve govde yapraklari 6zellikleri
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ile N. sempervivum’a yakinlik géstermektedir. Cografi olarak Turkiye Florasinda
islenen Kastamonu ornegine oldukga yakin bir noktadaki bu populasyonun, N.
sempervivum turu cografi olarak Akdeniz bolgesi ve burada bulunan tipik olarak
tek ve kalin gobvdeli ve mor renklenmeye sahip populasyonlarla
sinirlandirildiginda, N. aucheri olarak ele alinmasi daha dogru olacaktir. Yukarida
sayllan morfolojik 6zelliklerine ilave olarak Cankiri populasyonuna ait bireyler ayni
kokten cikan birden fazla sayida goévdeye de sahiptir. Bulundugu lokalite ve
morfolojik 6zellikleriyle tir kompleksinin icerisindeki 3 tlrle de benzerligi bulunan
ve filogenetik agaclarin ¢ogunlugunda farkh bir pozisyona yerlesen Cankiri
populasyonunun taksonomik durumunu tam olarak aydinlatabilmek igin daha ileri

morfolojik ve molekiler analizler yapiimasi gerekmektedir.

Cankirt  populasyonunun Pinarbasi ve Kangal populasyonlariyla birlikte
konumlandigi tek agac topolojisinde, Camlibel popllasyonu diger tim
populasyonlardan ayri ve bazal bir pozisyonda bulunmaktadir (Sekil 3.9.).
Camlibel popllasyonu Sivas ve cevresindeki ¢cogu populasyon gibi N. aucheri
olarak isimlendirilmigtir. Filogenetik agaclarda yeri olduk¢a degisken olarak
karsimiza ¢ikmakta olan bu populasyon, morfolojik olarak ele alindiginda ise N.
aucheri’'ye yakinlik godstermekle beraber, taban yapraklarinin boyunun oldukg¢a

uzun ve ince olugu dikkat gcekmektedir (Sekil 3.4.).

Cografi ve morfolojik verilere aykirilik gésteren populasyonlardan bir tanesi de
Osmaniye populasyonudur. Cografi dagilima goére N. sempervivum olarak
isimlendirilen Osmaniye populasyonu, ¢ogunlukla N. aucheri populasyonlari igin
tipik olan ince govde yapisina sahiptir. Bu populasyon genomik analizlerde belirgin
bir sekilde N. sempervivum tirlerinin olusturdugu soylarin igerisinde kalmaktadir.
Bu durum, N. sempervivum populasyonlari igin morfolojik ayrim karakteri olarak
dusundlebilecek olan kalin gévde ve gbévde yapraklarindaki mor renklenme gibi

karakterlerin boyle bir genelleme icin kullaniimasini engellemektedir.
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Yukseklik bitkilerin tim yasam evrelerinde, tim gelisimlerinde ve hayatta kalmalari
konusunda buyuk rol oynamaktadir. Deniz seviyesinden, aga¢ yetismeyen orman
sinirlarina kadar tum bitkiler yukseklikle beraber degisen iklimsel ozelliklerden
blylk oranda etkilenmektedir. Ylkseklik arttikga hava basinci digsmekte ve CO2
miktari azalmaktadir, yani baska bir deyisle iklim, daha soguk ve kuru bir hal
almaktadir. Bu durumun bir sonucu olarak ylkseklerde yetigen bitkiler daima daha
kliguk formlardadir. YUkseklik arttikga vejetasyon; kuru dag havasindan ve
rizgarlardan korunmak icin kisa boylu, yere yakin, yayillan ve kuguk yaprakl
alpinik bitki formlarina donusmektedir (Rupp ve Libbey, 2002; Love ve ark., 2009;
Masviken ve ark., 2020). N. aucheri ve N. mummenhoffiana tlrlerinde de bu
durum gozlenmis ve molekuler analizlerle de dogrulanmigtir.  N.
mummenhoffiana’ya ait iki populasyon tim genomik analizlerde N. aucheri
populasyonlari igerisinde konumlanmistir. Kesis Dagi populasyonunda ise iki tlrin
yukseklige bagli olarak yasam sekli ve morfolojik Ozelliklerindeki

degisimleri/kaymalari dogrudan gézlemlemek mimkuanddar.

Tar, biyolojik ¢calismalarin temel birimidir ve 6zellikle sistematik ¢alismalarin temel
hedefi turleri sinirlandirmaktir (Mason ve ark., 2020). Cok turli koalesent model,
tur sinirlandiriimasi  galismalarinda kullanilan  birgok  yaklagimin  temelini
olusturmaktadir. Bu calismada kullanilan analizler de c¢ogunlukla c¢ok tarlu
koalesent yaklasima dayanmaktadir. Bu model kullanilarak yapilan ¢alismalarda
cogunlukla turlesme; turlesmenin baslangici ve turlesmenin tamamlanmasi gibi
farkli asamalari iceren bir sure¢ oldugu goz ardi edilerek anlik bir olay gibi ele
alinmaktadir. Bu nedenle cok turli koalesent model turleri degil, genetik yapiyi
sinirlandirmaktadir (Sukumaran ve Knowles, 2017). Yani tanimlanan tur sayisi
aslinda sahip oldugumuz verinin hem tur i¢ci hem de turler arasi sahip oldugu
genetik yapisini yansitmaktadir. Populasyonun genetik yapisinin tur sayisi olarak
yapillan yanls tanimi sorunlara neden olabilmektedir. Calismamizda
gerceklestirilen bazi GMYC ve PTP analizlerindeki abartili tir sayilari bu durumu
acikga ortaya koymaktadir. (Sekil 3.10. ve Sekil 3.11.) Ozellikle genomik
analizlerle ilgili yontemlerin giderek gelismesi ve giderek daha yluksek ¢ozunurlukli
verilerin elde edilebilmesi tir sayisinin oldugundan daha fazla gdsterilmesine

neden olabilmektedir. Bu nedenle sadece genomik verilere ve analizlere dayal tur
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sinirlandirmasi ¢alismalari guvenilir olmamaktadir. Sadece genomik verilerle degil,
morfolojik ve/veya ekolojik verilerle dogrulanmis yontemlerin tercih edilmesi daha

guvenilir bir segenek olarak goriimektedir (Sukumaran ve Knowles, 2017).

Bu cgalisma kapsaminda tur sinirlandirmasi ig¢in tar agaclari yerine populasyon
agaclar tercih edilmigtir. Bu tercih, STACEY analizlerinde elde ettigimiz
yonlendirilmis sonuglarin tir sinirlarini etkilemesine engel olmus ve N. aucheri Tlr
Kompleksi'nin taksonomik durumunun populasyonlar Uzerinden daha iyi sekilde

aciklanabilmesine olanak saglamistir.

Sonug olarak bu g¢alisma kapsaminda takip edilen Genel Soy Kavrami (Generel
Lineage Concept) dogrultusunda; N. aucheri Tar Kompleksine ait tarlerin timandn
monofiletik oldugu ve bu senaryo haricinde hi¢bir senaryonun morfolojik ve cografi
olarak desteklenmedigi g6z dninde bulundurularak, s6z konusu 3 turtn polimorfik
tek bir tlr olarak ele alinmasi ve 6ncelik kurali geredi N. aucheri isminin korunmasi

onerilmigtir.
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Noccaea aucheri (Boiss.) Oziidogru & Al-Shehbaz in Ann. Missouri Bot. Gard.
104: 349. 2019.

Holotip: Turkey: “in Olympo Armeniae”, s.d., Aucher- Eloy 305 (G-BOIS
[G00332262];

izotipler: BM [BM000582864], G [G00446131, G00446132, G00446133], K
[K000484392, K000484394], MO [MO1618792], P [P02272499)).

= Cochlearia aucheri Boiss. (Boissier, 1842),

= Cochlearia heterophylla Hausskn. & Bornm. (Haussknecht ve Bornmuiller, 1905),
= Cochlearia karsiana N. Busch (Bush, 1908),

= Pseudosempervivum karsianum (N. Busch) Grossh.(Grossheim, 1930)

= Cochlearia diversifolia O.E. Schulz, (Engler ve Prantl, 1936)

= Pseudosepervivum aucheri (Boiss.) Pobed. (Pobedimova, 1971)

= Pseudosempervivum diversifolium (O.E. Schulz) Pobed. (Pobedimova, 1971)

= Noccaea sempervivum (Boiss. & Balansa) Oziidogru & Al-Shehbaz Yeni es isim
= Cochlearia sempervivum Boiss. & Balansa (Boissier,1856).

= Pseudosempervivum sempervivum (Boiss. & Balansa) Pobedimova (Pobe-
dimova, 1971)

= Noccaea mummenhofiana Oziidogru & Al-Shehbaz Yeni es isim
= Cochlearia sintenisii Hausskn. ex Bornm. (Haussknecht, ve Bornmdller, 1936)

= Pseudosempervivum sintenisii (Hausskn. ex Bornm.) Pobed. (Pobe-
dimova,1971)
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lki ya da gok yillik. Ana kokten dallanma var ya da yok. Bitki boyu 5-70 cm.
Tabandaki govde sayisi bir veya daha fazla. Govde veya govdeler dik, tlysuz,
dallanma cogunlukla cicek durumundan baslar ya da govdenin herhangi bir
yerinde. Gévdenin en alt kisminin kalinligi 1-8 mm. Steril rozet var ya da yok,
varsa 1-5. Taban yapraklari spatulat, linear, linear-spatulat, oblong spatulat veya
nadiren linear-mizraksi, 3-60 x 1-15 mm, ugta akut, akuminat, mukronat veya
yuvarlak. Taban yapraklari ¢ogunlukla 1-5 tane lateral disli. Gévde yapraklari
aurikulat, kordat, ovat-kordat, oblong, spatulat veya nadiren linear, 2-45 x 2-45
mm, uc¢ta akut, akuminat veya mukronat. Sepaller oblong,mor veya beyaz 2-3 x 1-
2 mm. Petaller oblong veya oblong-spatulat, beyaz, 2-4 x 2-3 mm. Meyve sapi 2-
12 mm. Meyve eliptik, tabanda ve ucgta attenuate veya sadece tabanda attenuate,
3-12 x 1-2 mm. Stilus 0-1 mm. Stigma kapitat. Her bir lokustaki ovul sayisi 1 veya

2. Tohum oval, kahverengi, yesilimsi kahverengi, nadiren sari, 2-3 x 1-2 mm, hafif

cizgili.
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