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OZET

Bu ¢alismanin amaci, Dogu Karadeniz Bolgesi Ordu ilinin findik ve bos alanlarinda yaygin olarak bulunan yabanci ot
tirlerinden biri olan Rubus spp.’nin filogenetik farkliliklarint Ribozomal RNA (rRNA) Internal Transcribed Spacer (ITS)
gen bolgelerini kullanarak belirlemektir. Calisma igin, Ordu ilinden 30 Rubus spp. 6rnekleri toplanmigtir. DNA izolasyon
prosedirii olan Haymes (1996) CTAB (hexadecyl-trimethyl-ammonium bromide) protokoli modifiye edilerek
uygulanmustir. Ribozomal RNA (rRNA) ITS gen bdlgesi icin, GenBankasindan temin edilen referans sekans dizileri ile
calismada elde edilen sekans sonuglar1 karsilastirilmistir. Dizilerin genetik uzakliklart MEGAG6 paket programi kullanilarak
hesaplanmis ve bu veri setleri ile filogeni agaglarinin ¢izimi yapilmistir. Ornekler arasindan (Fatsa 3-F3, Fatsa 6-F6,
Persembe 2-P2, Persembe 5-P5, Camas 3-CM3, Ordu 1-O1, Saraycik 1-S1, Catalpinar 1-CT1, Catalpmar 2-CT2 ve
Catalpimar 3-CT3) on Rubus tiirii tespit edilmistir. Orneklerimizden 6 tane haplotip sonucu ¢ikmustir. Bunlardan; Haplotip 1
(F3), Haplotip 3 (P2), Haplotip 4 (P5), Haplotip 5 (CM3, S1) ve Haplotip 6 (O1, CT1, CT2, CT3) %100 nikleotid dizisi
benzerligi bakimindan sirasiyla R. sanctus (KMO037599), Rubus sp. (KMO037207), R. divaricatus (KM037293), R.
conothyrsoides (KM037285) ve R. capricollensis (KM037256) ile yakin akraba olarak belirlenmistir. Haplotip 2 (F6) ise,
%99,8 niikleotid dizisi benzerligi bakimindan R. silvativus (KM037557) ile yakin akraba olarak goriilmiistiir.

Anahtar Kelimeler: Dogu Karadeniz Bolgesi, ITS (internal transcribed spacer), PZR (polimeraz zincir reaksiyonu),
Rubus spp., Yabanci Ot

Molecular Diagnosis and Phylogeny of the Rubus Species of Ordu Province
ABSTRACT

The aim of this study; identify phylogenetic differences of Rubus spp., which are one of the most common weed species in
the hazelnut and untreated areas of Ordu province in the Eastern Black Sea Region of Turkey, by ITS intergenic spacer. For
this study, 30 population samples were collected from the hazelnut gardens and untreated areas in the Ordu province. DNA
extraction was made by modifying the CTAB (hexadecyl-trimethyl-ammonium bromide) protocol as described by Haymes
(1996). The sequence results in this study were compared with reference sequences from GenBank for the ribosomal RNA
ITS intergenic spacer. Genetic distances for sequences were calculated using MEGAG6 packet program and phylogeny trees
were drawn using this date sets. We determined ten Rubus species among our samples (Fatsa 3-F3, Fatsa 6-F6, Persembe 2-
P2, Persembe 5-P5, Camas 3-CM3, Ordu 1-O1, Saraycik 1-S1, Catalpinar 1-CT1, Catalpinar 2-CT2 ve Catalpinar 3-CT3).
Six haplotype were determined. Haplotype | (F3), Haplotype IIl (P2), Haplotype IV (P5), Haplotype V (CM3, S1) ve
Haplotype VI (01, CT1, CT2, CT3) appeared as sister R. sanctus (KM037599), Rubus sp. (KM037207), R. divaricatus
(KM037293), R. conothyrsoides (KM037285) and R. capricollensis (KM037256) with 100% nucleotide sequence
similarity. The nucleotide sequence similarity between Haplotype 11 (F6) with R. capricollensis (KM037256) were 100%.

Key words: Eastern Black Sea Region, ITS (internal transcribed spacer), PCR (polymerase chain reaction), Rubus spp.,
Weed
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GIiRiS

Rosales takiminin Rosaceae familyasi, Rosoideae alt
familyasi, Rubus cinsi ve Eubautus alt cinsinde yer
alan bogiirtlen, zengin vitamin ve mineral madde
icerikleri, yine zengin antioksidan kapasitesi ile son
yillarda 6zel bir 6nem kazanan meyve tiirlerinden
biridir (Karakog, 2011). Bu bitkiler iki yildan fazla
yasayan ¢ali formundaki bitkilerdir ve herdem yesil
bitkiler degillerdir. Siirgiinleri iki, kokleri ise g¢ok
yilliktir. K6k  bogazinda  bulunan  adventif
tomurcuklardan  surerler, ©6nce otsu karakterde
gelisirler, daha sonra odunlasirlar. Bunlarin gelisimi
ilkbahardan sonbahara kadar devam eder. Ceside bagl
olarak sirginler ve yapraklar (zerinde az veya ok
kalin ve degisik uzunlukta dikensi tiiyler
bulunmaktadir (Agaoglu, 1986). Ulkemiz bogiirtlen
meyve tiirliniin anavatanidir. Halen bir ¢ok bolgemizin
dogal florasinda ozellikle Karadeniz sahil ve gecis
bolgelerinde yaygin olarak yetigsmektedir. Bu tiiriin
yabani formlarinin iilkemizin diger bolgelerinde de
genis alanlarda ve yogun olarak bulunmalari, bunlarin
degerlendirilmelerini kolaylastirmis, bu nedenle gesit
1slah1 ¢aligmalar1 diger bir¢ok meyve tiiriine gore daha
ge¢ baslamistir (Onur, 2006). Boylesine yaygin olan
bu tiirlerle yapilacak olan genetik karakterizasyon
calismalar1 genetik materyallerin degerlendirilmesi
agisindan son derece dnem tasimaktadir. Cesitli bitki
gruplarindaki filogenetik iligkilerin tespit edilmesinde
iki gen bolgesi (Kloroplast trnL-F ve ITS) ¢ok sik
olarak kullanilmaktadir (Brouat ve ark., 2001; Soejima
ve Nagamasu, 2004).

Bu ¢aligmanin amaci; Dogu Karadeniz Boélgesi
Ordu ilinin findik ve bos alanlarinda en yaygin
yabanct ot tirlerinden biri olan Rubus spp.’nin
filogenetik farkliliklarint Ribozomal RNA (rRNA)
Internal Transcribed Spacer (ITS) gen bolgelerini
kullanarak belirlemektir. Tirkiye’de basta Karadeniz
Bolgesi olmak iizere tarla, yol ve orman kiyilarinda en
¢ok rastlanan yabanci ot tiirlerinden biri olan Rubus
tiirleri ile ilgili ITS gen boélgeleri kullanilarak yapilan
bu molekiiler ¢alisma, morfolojik olarak ¢ok benzer
gorilen turler arasinda farkli tiirler olabilir mi
sorusunun cevabini verecektir.
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MATERYAL ve YONTEM

Bitki Materyali

Ordu ilinde siklikla bulunan Rubus turlerinin genetik
farkliliklarinin PZR teknigi kullanilarak belirlenmesi
amaclanan bu ¢alisma igin, Ordu ili ve ilcelerinin
findik bahgeleri ve bos alanlarindan 30 adet Rubus
cinsine ait bitki 6rnegi toplanmigtir. Toplanan bitki
orneklerinin gen¢ yapraklari DNA izolasyonu igin
kiigiik posetlere alinarak buz kaplart yardimiyla
laboratuvara tasinmis ve -80°C’de muhafaza
edilmistir. Bitki 6rneklerinin alindigir konumlar GPS
cihazi ile kaydedilmistir (Cizelge 1).

DNA Izolasyonu ve PZR (Polimeraz Zincir

Reaksiyonu) Asamalari

DNA izolasyonu Haymes, (1996) CTAB (hexadecyl-
trimethyl-ammonium bromide) protokoli modifiye
edilerek  uygulanmuigtir.  Laboratuvarda -80°’de
muhafaza edilen bitki drneklerinden DNA elde etmek
icin siv1 azot ile dgiitme islemi yapilmistir. Bitkiyi bir
havan yardimiyla ezme isleminin hemen ardindan
Haymes’in CTAB protokoliinde oldugu gibi
ekstraksiyon cozeltisi, kloroform/izoamil alkol (24/1)
ve etil alkol/asetat (96/4) kimyasallar1 uygulanmistir.
Bu asamalardan sonra elde edilen DNA -20°C’de
muhafaza edilmistir. PZR reaksiyon hacmi 25ul ve
icindeki maddeler su sekildedir; 16.6 pl NFW, 2.5 ul
1xPZR buffer, 0,4 ul 10 mM dNTPs, 3 pl 2.5 mM
MgCl,  0,5%er ul 10 mM ITSI ve 10 mM ITS4
primeri (Cizelge 2), 0,5 pl 5U Taq polimeraz (Thermo
Scientific, Maxima Hot Start) ve 1 ul DNA. PZR
dongii parametreleri ise; 95°C’de 15 dk, sonrasinda 35
dongl; 94°C’de 1 dk, 51°C’de 1dk ve 72°C’de 2 dk ve
en sonunda ise reaksiyon 72°C’de 10 dk inkiibe
edilmigtir. PZR c¢aligmalarinda kullanilan ITS1 ve
ITS4 primerlerine ait bilgiler Cizelge 2°de verilmistir.
PZR drinlerinden pozitif bant goruntilerini elde
edebilmek icin drunler %1,5’lik agaroz jel TAE
tampon c¢ozeltisinde (0.04 M Tris-acetate, 1Mm
EDTA, Ph=8) 100 V’da 60 dk elektroforez ile
yiriitiilmiistiir. Jelde olusan DNA bantlar1 Quantum
ST5 (Vilber Lourmat) jel dokiimantasyon sistemi
kullanilarak goriintiilenmistir.
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Cizelge 1. Rubus spp. drneklerinin Ordu ilinden toplandig yerlere ait cografik bilgileri

Populasyon No Yer Enlem Boylam

1 Catalpimar 1 40°,52', 56" 37°, 27", 21"
2 Catalpinar 2 40°, 53', 30" 37°, 27", 35"
3 Catalpinar 3 40°, 53', 08" 37°, 29, 09"
4 Catalpinar 4 40°, 53', 06" 37°, 29, 10"
5 Unye 1 41°, 10", 22" 37°, 39, 54"
6 Unye 2 41°, 14, 25" 37°, 16', 46"
7 Camas 1 40°, 54', 47" 37°, 28', 28"
8 Camas 2 40°, 56', 08" 37°, 29, 11"
9 Camas 3 40°, 56', 47" 37°, 29, 47"
10 Fatsa 1 40°, 57", 34" 37°, 30, 09"
11 Fatsa 2 40°, 58', 13" 37°, 30, 19"
12 Fatsa 3 40°, 57", 59" 37°, 30/, 16"
13 Fatsad 40°, 58', 39" 37°, 29, 42"
14 Fatsa5 40°, 59', 42" 37°, 30, 10"
15 Fatsa 6 40°, 58', 26" 37°, 28, 31"
16 Persembe 1 41°,01', 14" 37°, 49, 34"
17 Persembe 2 41°,01', 15" 37°, 49, 35"
18 Persembe 3 41°, 03, 09" 37°, 47", 01"
19 Persembe 4 41°, 06', 51" 37°, 46', 50"
20 Persembe 5 41°, 06', 49" 37°, 42', 15"
21 Ordu 1 40°, 58', 17" 37°, 57, 17"
22 Ordu 2 40°, 56', 35" 37°, 53, 22"
23 Ordu 3 40°, 54', 18" 37°, 49, 42"
24 Ordu 4 40°, 55', 37" 37°, 52', 58"
25 Ulubey 1 40°, 52', 29" 37°, 49', 05"
26 Ulubey 2 40°, 50', 14" 37°, 49, 22"
27 Giilyal1 1 40°, 58', 36" 37°,59, 27"
28 Giilyal1 2 40°, 57", 05" 38°, 00", 23"
29 Giilyal1 3 40°, 58', 04" 38°, 03", 04"

30 Saraycik 1 40°, 93', 23" 37°,97', 68"

Cizelge 2. PZR ¢aligmalarinda kullanilan ITS primerlerine ait bilgiler

Primer Baz dizisi pmol/pl
ITS1 5 AATGCGTGTTT 3' 100 pmol/ul
ITS4 5 GTCTAGTTCAG 3' 100 pmol/ul
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Sekans Analizi ve Filogeni Agacinin Cizimi

Tiirkiye’nin Dogu Karadeniz Bolgesinin Ordu ilinden
toplanan Rubus spp. 6rneklerinin PZR drunleri ile
ITS1 ve ITS4 primerleri sekans analizi igin
Macrogen’e (Amsterdam, Hollanda) gonderilmistir.
Sekans analizine génderilen ITS gen bélgesi PZR
Urunlerinin nikleotid verileri, BioEdit (Hall, 1999)
programi kullanilarak ham diziler hizalanmustir. ITS
gen bolgesi i¢in GenBankasindan temin edilen
referans tlrlerin (Cizelge 3) sekans dizileri ile
calismada elde edilen sekans sonuglari ClustalW
(Thompson ve ark., 1997) modiilii kullanilarak
karsilagtirilmistir. Elde edilen baz dizileri MEGAG6
versiyon (Tamura ve ark., 2013) paket programi
kullanilarak, Neighbor-Joining (NJ; Saitou ve Nei,
1987), Maximum-Parsimony (MP; Eck ve Dayhoff,
1966; Fitch, 1977) ve Maximum-Likelihood (ML)
algoritmalarindan olugan filogeni agac¢larinin ¢izimi
yapilmistir. Tiim sekans dizilerinin % niikleotid
benzerlik oranlar1 ve evrimsel genetik uzakliklar1 da
hesaplanmigstir.

Cizelge 3. Gen Bankasindan elde dilen Rubus spp.’nin referans

numaralar1
Referans No Tiir Ad

KMO037285 Rubus conothyrsoides
KMO037207 Rubus sp.
KMO037557 Rubus silvaticus
KMO037599 Rubus sanctus
KM037293 Rubus divaricatus
KM037256 Rubus capricollensis

BULGULAR ve TARTISMA

Sonug olarak Jel goriintiilerine bakildiginda 3. (Fatsa
3-F3), 6. (Fatsa 6-F6), 8. (Persembe 2-P2), 9.
(Persembe 3-P3), 10. (Persembe 4-P4), 11. (Persembe
5-P5), 13. (Camas 2-CM2), 14. (Camas 3-CM3), 16.
(Unye 2-U2), 17. (Ordu 1-O1), 21. (Saraycik 1-S1),
24. (Catalpmar 1-CT1), 25. (Catalpinar 2-CT2) ve 26.
(Catalpinar 3-CT3) nolu 6rneklerin Rubus tiirii oldugu
tespit edilmistir. Agaroz jelde goriintiilenen 14 6rnegin
10’u sekans analizinde sonug¢ vermistir. Bu veriler
yardimu ile bitkilere ait soy agaglari olusturulmustur.
Orneklerden 6 tane haplotip sonug ¢ikmuistir.
Bunlardan; Haplotip 1 (F3) %100 nikleotid
dizisi  benzerligi bakimindan R.  sanctus'un
(KM037599) yakin akrabasi olarak varsayilmistir. Bu
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iliskiler sirasiyla NJ, MP ve ML agaclarinda yer alan
%90, %89 ve %91 algoritma degerleri ile
desteklenmigtir. Haplotip 2 (F6) %99,8 nUkleotid
dizisi benzerligi bakimindan R. silvaticus'un
(KMO037557) yakin akrabasi olarak varsayilmigtir. Bu
iliskiler sirasiyla NJ, MP ve ML agaclarinda yer alan
%87, %86 ve %88 algoritma degerleri ile
desteklenmistir. Haplotip 3 (P2) %100 niikleotid dizisi
benzerligi bakimindan Rubus. sp.’nin (KM037207)
yakin akrabast olarak varsayilmistir. Bu iligkiler
sirastyla NJ, MP ve ML agaglarinda yer alan %64,
%69 ve %068 algoritma degerleri ile desteklenmistir.
Haplotip 4 (P5) %100 niikleotid dizisi benzerligi
bakimindan R. divaricatus’un (KM037293) yakin
akrabasi olarak varsayilmistir. Bu iliskiler sirasiyla
NJ, MP ve ML agaglarinda yer alan %61, %69 ve
%66 algoritma degerleri ile desteklenmistir. Haplotip
5 (CM3, S1) %100 niikleotid dizisi benzerligi
bakimidan R. conothyrsoides’in (KM037285) yakin
akrabasi olarak varsayilmistir. Bu iligkiler sirasiyla
NJ, MP ve ML agaclarinda yer alan %72, %0 ve %0
algoritma degerleri ile desteklenmistir. Haplotip 6
(01, CT1, CT2, CT3) %100 nikleotid dizisi
benzerligi bakimindan R. capricollensis’in
(KM037256) yakin akrabasi olarak varsayilmistir. Bu
iligkiler sirastyla NJ, MP ve ML agaglarinda yer alan
%64, %71 ve %68 algoritma degerleri ile
desteklenmistir. GenBankasinda yer alan referans
Rubus tiirleri ile ¢aligmada elde edilen haplotipler
arasindaki filogenetik iligki (Cizelge 4) ve genetik
mesafeler (Sekil 2) verilmistir.

Rubus spp. buylk bir taksondur. Bu yiizden,
taksonomistler —hala pek ¢ok farkli
smiflandirilmasinda oldugu gibi Rubus tlrlerinin de
siniflandirilmasi ile ilgili problemlerle karsi karsiya
kalmaktadirlar. Sadece morfolojik yontemlerin yeterli
olmadig1 boyle zor durumlar kargisinda molekiler
yontemler farkli tiirler arasindaki filogenetik iliskileri
belirlemede bizlere destekleyici verilerle yardimei
olmaktadir. Bothmer ve ark. (1991); dogadaki yabani
tiir ve varyetelerin toplanmasi ve molekiiler diizeyde
tanimlanmasi1 ekonomik degeri olan gesitlere yeni ve
ustiin  o6zellikler kazandirilmasi acisindan  6nemli
oldugunu bildirmistir.

tlirtin
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Saraycik 1-S1, Catalpmar 1-CT1, Catalpinar 2-CT2 ve Catalpmar 3-CT3) ile GenBankasindan temin edilen referans tiirler

Cizelge 4. Belirlenen rDNA-ITS haplotipler (Fatsa 3-F3, Fatsa 6-F6, Persembe 2-P2, Persembe 5-P5, Camas 3-CM3, Ordu 1-O1,
arasindaki DNA dizilerinin yiizde niikleotit (%) benzerlikleri ve tahmini evrimsel genetik uzakliklari.

Haplotip 1
Haplotip 2
Haplotip 3
Haplotip 4
Haplotip 5
Haplotip 6

R. sivaticus (KMO37557)
Rubus sp. (KMO37207)

R. sanctus (KM037599)

R. praecox (KMO37489)

R. capricollensis (KM037256)
R. rhamnifolius (KMO37531)
R. conothyrsoides (KM037285)
R. odoratus (KMQ37685)

R. divancatus (KMO37293)

R aff. clusii (KM037260)

sfvaticus (KMO3ITS57)

Rubus sp. (KMO37207)
R sanctus (KMNMO37T599)

R, prasecox (KKNMO37489)

Haplotip 1
Haplotip 2
Haplotip 3
Haplotip 4
Haplotip S
Haplotip 5

i
D 0992 0993 09% 099 0993 09% 0993 1 0991
0,070 10 0591 0992 0991 0991 099 0991 0992 099
0,006 00070 10 099 0991 0997 0993 1 0993 0,993
0,006 0,0070 00028 1D 0992 099 0994 0995 0994 0,99
0,009 0,0085 00071 00071 1D 0991 0992 0991 09 09
0,0036 0,0070 0,0028 0,0026 0.0071 1D 0993 0,997 0,993 0,993
0,0036 0,0014 0,0056 0,0056 0,0071 0,005 1D 0,993 0,99 0,991
0,0036 0,0070 0,0000 0,0026 0,0071 0,002 0,005 1D 0,993 0,993
0,0000 0,0070 0,006 0,0056 0,0099 0,0056 0,0056 0,005 1D 0,991
0,00710,0085 0,0042 0,0042 0,0085 0,0042 0,0071 0,0042 0,0071 1D
0,0036 0,0070 0,0028 0,0028 0,0071 0,0000 0,0056 0,0028 0,0056 0,0042

capricollensis (KMO37255)

i
0,993
0,991
0,997
0,995
0,991

1
0,993
0,997
0,993
0,993

D

0,0042 0,0056 0,0014 0,0014 0,0056 0,0014 0,0042 0,0014 0,0042 0,0026 0,0014
0,0099 0,0085 0,0071 0,0071 0,0000 0,0071 0,0071 0,0071 0,0099 0,0085 0,0071 0,0056
0,0056 0,0070 0,002 0,0025 0,0071 00025 0,0056 0,0028 0,0056 0,0042 0,0028 0,0014 0,0071
0,0056 0,0070 0,002 0,0000 0,0071 0,0025 0,0056 0,0026 0,0056 0,0042 0,0028 0,0014 0,0071 0,0026
0,0099 0,0099 0,0070 0,0071 0,004 0,0070 0,084 0,0070 0,0099 0,0085 0,0070 0,0056 0,0014 0,0070 0,0071
R. crispomarginafus (KMO37275) (0,0555 0,0570 0,0535 0,055 0,0571 0,0555 0,055 0,0555 0,055 0,0571 0,0553 0,0540 0,0571 0,0555 0,055 0,0570

R orhamfolius (KMO37T531)

0,99
0,99
0,997
0,99
0,994
0,997
0,99
0,997
0,99
0,99
0,997
D

conot yrsoides (KMO3IT2E85)

=

0,99
0,991
0,991
0,992

1
0,991
0,992
0,991

0,99

0,99
0,991
0,99

D

ogdoratus (KMO37TE85)

¥
0,993
0,991
0,997
0,9%
0,991
0,997
0,993
0,997
0,993
0,993
0,997
0,997
0,991

D

divaricatus (KMOST293)

Vg
0,93
0,992
0,9%

1
0,992
0,99
0,99
0,99
0,9%
0,9%
0,99
0,998
0,992
0,995

D

aff. olusl (KhMO37280)

=

0,99
0,99
0,991
0,992
0,99
0,991
0,991
0,991
0,99
0,99
0,991
0,9%
0,99
0,991
0,992
D

crispomarginatus (KMO37278)

=

0,944
0,942
0,942
0,944
0,942
0,942
0,944
0,942
0,944
0,943
0,942
0,945
0,942
0,942
0,944
0,942
D
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Ericksson ve ark. (1998); Potentilla
(Parmakotu) ve ilgili tiirlerin filogenetik iligkilerini
niiklear ribozomal internal transcribed spacer (ITS)
DNA dizilerini kullanarak belirlemislerdir. Prunus'u
dis grup olarak kullanmiglardir, calistiklar1 14 tiirii
Potentilla tiiriine dahil etmislerdir. Cesitli morfolojik
ozellikler, sisen hazne (¢ilek) ve tematik yapraklar da
dahil olmak {izere ortaya c¢ikmus sekilde
goriinmektedir. Daha 6nceki ¢alismalarda Duchesnea,
Horkelia ve Ilvesia gibi diger taninmig tiirler
Potentilla'ya dahil edilirken aslinda birkag cinse
ayrilmast  gerektigini  diisiinmektedirler.  Ayni
calismada, yeni bir filogenetik isimlendirmenin daha
iyi bir ¢6ziim olabilecegini bildirmektedirler.

Ericksson ve ark. (2003); Rosoideae
filogenisini trnL-F ve ITS gen bdélgelerini kullanarak,
44 bitki Ornegi ile arastirmiglardir. Kullanilan
Duchesnea (Potentilla indica), Horkelia ve Ivesia’nin,
Potentilla i¢inde bulundugu kuvvetle desteklenmistir.
Ericksson ve arkadaglarina gore; Rubus'un pozisyonu
hala giivenli bir sekilde ¢oziimlenmemistir.

Potter ve ark. (2007); Rosaceae cinsinden 88
ornegin filogenetik iliskilerini 18S, gbssil, gbssi2,
ITS, pgip, ppo, matK, ndhF, rbcL ve trnL-trnF gen
bolgelerini kullanarak aragtirmiglardir. Rosaceae'y1 lig
alt familya seklinde bildirmislerdir: Rosoideae,
Dryadoideae ve Spiraeoideae.

Longhi ve ark. (2014); Rosoideae, yumusak
meyveler de dahil olmak (zere bir dizi ekonomik
oneme sahip olan Rosaceae'nin bir alt familyasidir. Bu
tirler; cilek (Fragaria), kirmizi ahududu (Rubus
idaeus) ve siyah ahududu (Rubus occidentalis),
bogiirtlen (Rubus spp.) ve ekonomik agidan en énemli
kesme cicek cinslerinden biri olan gullerdir (Rosa
spp.). Molekuler genetik ve genomik kaynak
caligmalar1 Rosoideae alt familyasi igin, son yirmi
yilda hizla gelismistir, bir dizi gelisim ve uygulamanin
baglangic1 olarak restriksiyon fragment uzunlugu
polimorfizmleri (RFLP), amplifiye fragment uzunluk
polimorfizmleri (AFLP) ve mikrosatellitler 6rnek
verilebilir. Bu araglar, ekonomik 6neme sahip
ozellikleri kontrol eden genleri ve diger fonksiyonel
Ogeleri tanimlamak i¢in kullanilmigtir. Ayni ¢aligmada
son 20 yilda molekiiler genetik alaninda meydana
gelen gelismelerin, Rosoideae iginde kazanilan yapisal
genomik bilginin  etkinligini nasil artiracagini
agiklamaktadir.

Sochor ve ark. (2015); Rosaideae familyasina
ait olan Rubus tiirlerinin Avrupa’daki dagilimmi ITS
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(internal transcribed spacer) ve cpDNA (kloroplast
DNA) gen bolgelerini kullanarak belirlemislerdir. Bu
tirlerin Avrupa’da goriilen genis dagilimlarina iklim
dalgalanmalarinin sebep olabilecegini bildirmislerdir.

M1 2 3 4567 8 9 10111213 1415 1617

M 18 19 20,2122 23 24,25,

Sekil 1. Ordu ilinden toplanan Rubus spp. érneklerinin ITS
gen bolgesinin agaroz jel icindeki goruntisi. M: 100bp
(Base Pair) ladder, 1: Fatsa 1, 2: Fatsa 2, 3: Fatsa 3, 4: Fatsa
4, 5: Fatsa 5, 6: Fatsa 6, 7: Persembe 1, 8: Persembe 2, 9:
Persembe 3, 10: Persembe 4, 11: Persembe 5, 12: Camas 1,
13: Camas 2, 14: Camas 3, 15: Unye 1, 16: Unye 2, 17:
Ordu 1, 18: Ordu 2, 19: Ordu 3, 20: Ordu 4, 21: Saraycik 1,
22: Ulubey 1, 23: Ulubey 2, 24: Catalpinar 1, 25: Catalpinar
2, 26: Catalpmar 3, 27: Catalpmar 4, 28: Giilyali 1, 29:
Giilyal1 2, 30: Giilyali1 3

Dogu Karadeniz Boélgesi Ordu ilinden toplanan
30 adet Rubus spp. érneklerinin ITS gen bdélgelerinin
agaroz jel icindeki gorintusiine bakildiginda; 3, 6, 8,
9, 10, 11, 13, 14, 16, 17, 21, 24, 25 ve 26.
kuyucuklarda pozitif bantlar gérilmektedir. Bunlar; 3.
Fatsa 3, 6. Fatsa 6, 8. Persembe 2, 9. Persembe 3, 10.
Persembe 4, 11. Persembe 5, 13. Camas 2, 14. Camas
3, 16. Unye 2, 17. Ordu 1, 21. Saraycik 1, 24.
Catalpmnar 1, 25. Catalpmar 2 ve 26. Catalpinar 3
DNA’sidir. Jel goriintiisii sunu ifade etmektedir;
Calismamizda kullanilan Rubus spp. érneklerinin elde
edilen DNA’lar1 ITS gen bdlgeleri yardimi ile
cogaltilabilmistir (Sekil 1). Jel goruntlsiinde de
goriildigii iizere pozitif bant elde ettigimiz 14 tane
ornegin Rubus tiirleri ile arasindaki DNA dizilerinin
yiizde (%) nukleotit benzerlikleri ve tahmini evrimsel
genetik  uzakliklari  Cizelge 4’de  verilmistir.
GenBankasindan referans olarak alman Rubus turleri
ile ¢aligmada elde edilen haplotipler (Fatsa 3-F3, Fatsa
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6-F6, Persembe 2-P2, Persembe 5-P5, Camas 3-CM3,
Ordu 1-O1, Saraycik 1-S1, Catalpmar 1-CT1,
Catalpinar 2-CT2 ve Catalpmar 3-CT3) arasindaki
filogenetik iligkiyi gosteren NJ, ML, MP filogeni
agaci Sekil 2°de gosterilmistir.

6"’71’2{ Haplotip 6
Rubus capricollensis (KM037256)
—— Rubus praecox (KM037489)
“"WE{ Haplotip 4

Rubus divaricatus (KM037293)

e i{ Haplotip 3
Rubus sp. (KM037207)

— Rubus crispomarginatus (KM037278)
Rubus thamnifolius (KMO37531)

Rubus aff, clusii (KM037260)
Haplotip 5
71 Rubus conothyrsoides(KM0372851

oyasjon) Haplotip 1
Rubus sanctus (KM037598

Wﬂr Haplotip 2
Rubus silvaticus (KM037557]

Rubus odoratus (KM037685/

0.008

Sekil 2. GenBankasindan referans alinan Rubus tirleri ile
caligmada elde edilen haplotipler (Fatsa 3-F3, Fatsa 6-F6,
Persembe 2-P2, Persembe 5-P5, Camag 3-CM3, Ordu 1-01,
Saraycik 1-S1, Catalpmar 1-CT1, Catalpmnar 2-CT2 ve
Catalpimnar 3-CT3) arasindaki filogenetik iliskiyi gdsteren
NJ, ML, MP filogeni agact

SONUC

Calismanin  sonucunda orneklerimizden 6 adet
haplotip sonucu ¢ikmigtir. Bunlardan; Haplotip 1 (F3)
%100 niikleotid dizisi benzerligi bakimmndan R.
sanctus'un (KMO037599) yakin akrabasi olarak
goriilmistiir. Bu iligkiler sirasiyla NJ, MP ve ML
agaclarinda yer alan %90, %89 ve %91 algoritma
degerleri ile desteklenmistir. Haplotip 2 (F6) %99,8
niikleotid dizisi benzerligi bakimmdan R. silvaticus'un
(KMO037557) yakin akrabasi olarak goriilmiistiir. Bu
iligkiler sirastyla NJ, MP ve ML agaglarinda yer alan
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%87, %86 ve %88 algoritma degerleri ile
desteklenmistir. Haplotip 3 (P2) %100 niikleotid dizisi
benzerligi bakimindan Rubus. sp.’nin (KM037207)
yakin akrabasi olarak goriilmiigtir. Bu iliskiler
sirastyla NJ, MP ve ML agaclarinda yer alan %64,
%69 ve %068 algoritma degerleri ile desteklenmistir.
Haplotip 4 (P5) %100 niikleotid dizisi benzerligi
bakimindan R. divaricatus’un (KMO037293) yakin
akrabasi olarak goriilmiistiir. Bu iligkiler sirastyla NJ,
MP ve ML agaclarinda yer alan %61, %69 ve %66
algoritma degerleri ile desteklenmistir. Haplotip 5
(CM3, S1) %100 nikleotid dizisi benzerligi
bakimindan R. conothyrsoides’in (KM037285) yakin
akrabasi olarak goriilmiistiir. Bu iligkiler sirastyla NJ,
MP ve ML agaglarinda yer alan %72, %0 ve %0
algoritma degerleri ile desteklenmistir. Haplotip 6
(01, CT1, CT2, CT3) %100 nukleotid dizisi
benzerligi bakimindan R. capricollensis’in
(KMO037256) yakin akrabasi olarak goriilmiistiir. Bu
iliskiler sirasiyla NJ, MP ve ML agagclarinda yer alan
%64, %71 ve %68 algoritma degerleri ile
desteklenmistir (Sekil 2).

Netice olarak bu g¢alisma ile Dogu Karadeniz

Bolgesi Ordu ilinde bulunan Rubus tirlerinin
ribozomal RNA ITS gen bdlgeleri kullanilarak genetik
cesitlilikleri belirlenmeye ¢ahsilmistir. Orneklerimiz
arasindan 6 adet Rubus haplotipi belirlenmistir.
Tiirkiye’de basta Karadeniz Bolgesi olmak iizere tarla,
yol ve orman kiyilarinda en ¢ok rastlanan yabanci ot
tirlerinden biri olan Rubus tarleri ile ilgili ITS gen
bolgeleri kullanilarak yapilan bu molekiiler ¢alisma
morfolojik olarak ¢ok benzer goriilen tiirler arasinda
farkli tiirler olabilir mi sorusunun cevabini bize
vermistir. Daha Onceki yapilan calismalara nazaran
calismamizda farkli Rubus tiirleri bulunmustur (Rubus
aff. clusii (KM037260) gibi). Tiirler arasindaki
akrabaliklar1  belirlemek genetik karakterizasyon
caligmalarma ve bu  genetik  materyallerin
degerlendirilmesine biiyiik oranda katki
saglamaktadir. Bu ¢aligmanin; Rubus spp.’ye ait
ileride yapilacak olan filogenetik ¢aligmalara katki
saglayacagini diisiinmekteyiz.
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