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Fabaceae familyasinin gida ve yem sanayisinde kullanilan ekonomik éneme sahip en
onemli cinslerinden birisi olan Vicia L., toplam 102 takson (63 tiir, 22 alttiir, 17 varyete) ile
iilkemizde temsil edilmektedir. Tarimi yapilan ¢ok az tiirii bulunmaktadir. Ozellikle bazi tiirler
besin degeri acisindan Onemli yem bitkisi olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Tez kapsaminda
ilkemizde dogal yayilis gosteren ve ticari oneme sahip tiirler (6 tiir, 1 alttiir ve gesitleri)
arasindaki molekiiler filogenetik iliskilerin belirlenmesi amaciyla niikleer ribozomal genlerin
i¢ transkribe bosluklarindaki ITS gen bolgesi (ITS1+5.8s +ITS2) kullanilmigtir. Yapilan PZR
caligmalari ile elde edilen verilerle cins igerisindeki filogenetik iligkiler Maksimum Likelihood
iliskisindeki GTR (General Time Reversibl Model) parametresinde Gamma dagilimi ile
¢izdirilmis ve molekiiler filogenetik agac¢ elde edilmistir. Ayn1 familyaya ait Astragalus
mongolicus ve Lupinus luteus tiirleri ile baska ¢alismalarda verileri olan Vicia cinsine ait
calisilan tiirler NCBI veri bankasindan alinmis ve analize dahil edilmistir. Ayrica ITS2 gen
bolgesine ait sekonder yapilarin ¢izdirilmesi ile de molekiiler veriler 2 boyutlu hale getirilerek
gorsellestirilmesi saglanmistir. Gibbs serbest enerji degerleri de ¢ikartilarak tiirler arasindaki
farkliliklar gosterilmistir. Sonug olarak Vicia cinsine ait tiirler filogenetik ¢alismalarda yaygin
olarak kullanilan ITS gen bdlgesine dayali iligkilendirmelerde birbirleri ile morfolojik verilere
paralel olarak molekiiler filogenetik agagta yer almistir.

Anahtar Kelimeler: Fabaceae , Vicia L., ITS, filogenetik, Gibbs serbest enerji



ABSTRACT
MASTER'S THESIS

MOLECULAR PHYLOGENETIC ANALYSIS OF SOME VECH (Vicia L.) SPECIES

GROWING IN TURKEY AND COMPARISON WITH SPECIES IN THE WORLD
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Vicia L., a very significant genus in the Fabaceae family that has economic importance
in the food and feed business, is present in our nation with a total of 102 taxa, including 63
species, 22 subspecies, and 17 variations. Only a limited number of species are farmed. Certain
species are particularly significant as fodder plants due to their high nutritional content. The
thesis focused on using the ITS gene region (ITS1+5.8s+ITS2) inside the inner transcribed
regions of nuclear ribosomal genes to establish the molecular phylogenetic links between
naturally occurring and economically significant species in Tiirkiye (6 species, 1 subspecies
and varieties). The PCR investigations provided data that was used to construct a molecular
phylogenetic tree, which depicted the evolutionary connections within the genus. The
Maximum Likelihood method was used, using the Gamma distribution in the GTR parameter,
to exhibit these relationships. The species Astragalus mongolicus and Lupinus luteus, which
are both members of the same family, were selected from the NCBI database along with
additional species from the Vicia genus that have been previously examined. These species
were included in the study. Furthermore, the molecular data was transformed into a 2-
dimensional representation by illustrating the secondary structures of the ITS2 gene region. The
Gibbs free energy values were retrieved and the variations between different species were
shown. Consequently, species from the Vicia genus were included into the molecular
phylogenetic tree with morphological data, using the ITS gene region, a commonly used tool
in phylogenetic research.

Keywords: Fabaceae, Vicia L., ITS, phylogeny, Gibbs free energy
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1. GIRIS

Diinya iizerinde heniiz tanimlanmis 8.7 milyon canli tiirlintin bulundugu tahmin
edilmektedir. Ulkemiz biyogesitlilik agisindan 200 milyon yillik mazisiyle yeryiiziinde
avantajl bir konuma sahiptir. Tiirkiye’yi diger {ilkelerin dogal florasindan ayiran bir¢ok
onemli etken vardir. Akdeniz, fran-Turan ve Avrupa-Sibirya fitocografik bolgelere sahip
olmasi ve yer yer mikro iklimlerin goriilmesi, farkli yerytiizii sekillerine sahip olmasi, dort
mevsimi yagamasi, yeraltt kaynak ¢esitliligi, denizlerin, akarsularin, gollerin varligi,
cesitli go¢ yollarinin ugragir olmasi {iilkemizin, zengin bir floraya ve c¢ok farkl
vejetasyonlari biinyesinde barindirmasi avantajlarini olusturmustur.

Biyogesitlilik veya biyolojik cesitlilik, bir alandaki genlerin, cinslerin,
ekosistemlerin ve ekolojik olaylarin olusturdugu bir biitiin olarak tanimlanmaktadir
(Polat, 2017). Genel anlamda bir yerdeki tiim canli tiirlerini (bitki, hayvan ve
mikroorganizma) icerisinde barindiran biyocesitlilik, genelden 6zele dogru; ekosistem
cesitliligi, tiir gesitliligi, genetik ¢esitlilik olarak 3 kisma ayrilmaktadir.

Genetik cesitlilik (tiir i¢1 ¢esitlilik) “ayr1 bir yasam olusturan ya da ayni1 yasam
icerisinde bulunan bireylere ait genlerin ¢esitliligidir (Polat, 2017).” Ayni tiire dahil olan
bireylerin paydas genleri barindirmalari, tiir i¢i genetik c¢esitliligi olusturur. Genetik
cesitlilik, biyogesitliligin devamlilig1 agisindan hayati bir olusumdur. Genetik g¢esitlilik
belirli bir niifus, varyete, alt-tiir ya da cinsin dahil oldugu gen ayrimlari ile tespit edilir.
Tiirler bu 6l¢lim ile akrabalik derecelerini olusturur veya akrabalik olusturmaz.

Ulkeler igin kaynak tiiketimi, gelisimi bakimindan bitki biyogesitliliginin yiiksek
olmasi 6nemli bir veridir. Biyoteknolojik olanaklar ele alindiginda ise gen havuzu
olusturmada bu cesitliliginin ne kadar kiymetli oldugunu bir kez daha karsimiza
cikarmaktadir. Bu agidan bakildiginda 6zellikle az bulunan ve endemik tiirler cok miithim
hale gelmektedir. Ulkemiz, Avrupa’nm sahip oldugu dogal floranin tamami kadar
endemik o6zellikli tiirii biinyesinde barindirmaktadir (Avci, 2018). Ulkemizin zengin
florasi ile ilgili ¢ok ¢esitli arastirmalar yapilmis eserler ortaya ¢ikmis ancak bu eserler
bile flora zenginligimizi tam olarak ortaya koyamamustir (Kaplan, 2014). Tiirkiye florasi
toplamda 11707 taksondan (tiir ve tiir alt1) olusmaktadir. Ulkemizde baklagillerin
olusturdugu Fabaceae familyas1 1348 taksonu ile familyalar arasinda ikinci siray1 alirken,
22 alt tiir ve 17 varyete ile Vicia L. cinsi Fabaceae familyasi igerisinde ti¢lincii sirada yer
almaktadir (Gedik ve ark., 2013; https://bizimbitkiler.org.tr/yeni/demos/technical/,
Erigim tarihi: Haziran 2024).



Ozellikle tarim alanindaki faaliyetlerin gogalmasi ve bu alandaki biyoteknolojik
metotlarin yenilenmesi ile iilkelerin tarimsal farkindaliklar1 degismis ve genetik
kaynaklar hizla 6nem kazanmistir. Bitki genetik kaynaklarinin ehemmiyetine ve varligina
deginen Rus bilim insan1 Nikolai I. Vavilov, ilk gen bankasini1 kurmus ve “ekilen her bitki
belirli bir bolgeden 1slah edilmistir ve biitiin yabani varyeteleri de o bdlgede yayilim
gostermektedir.” ifadesini kullanmis, genetik kaynaklarin ve dogal yayilis alanlarinin
arasindaki iliskiye dikkat ¢ekmistir (Ilhan, 2017). Vavilov, diinyada kiiltiirii yapilmis
bitkilerin orijinlerini belirlemek amaciyla (Yakin dogu ve Akdeniz) iilkemizin de iginde
bulundugu (Altindal ve Akgiin, 2015) 9 gen merkezi belirlemistir (ilhan, 2017).

Tiirkiye’ de yem bitkileri tariminin 6nemli bir kismi cayir ve meralardan
karsilanir. Yem bitkilerinin tarimi, bitkisel ve hayvansal {iretimin giivencesini
saglamaktadir. Yem bitkileri; topragin fiziksel ve kimyasal iceriginin iyilestirilmesinde,
toprakta organik madde artimina, topragin yagis rejimine uymasina, toprak kurakligi ve
asimmalarin dnlenmesine, topraktan yiiksek verim alinmasina, drenaja, ekonomik ve tabi
yollardan meydana gelecek olumsuzluklarin 6nlenmesinde, toprak yorgunlugu ve
zararlilarla miicadelede, evcil ve yabani hayvanlar i¢in besin kaynagi olusturmada ¢ok
onemli bir yere sahiptir. Yem bitkileri, flora ve fauna c¢esitliliginin en OSnemli
etkenlerinden oldugu i¢in gen kaynaklarmin belirlenmesinde bu kaynaklarin
korunmasinda ve gelistirilmesinde biiyiik dnem arz etmektedir (Ozkan, 2020).

Baklagiller (Fabaceae-Leguminosae), orkide (Orchidaceae) ve asterlerden
(Asteraceae) sonra en biiylik cicekli bitki familyasidir (Haider ve ark., 2011). Fabaceae
familyas1 18.000° den fazla ¢icekli tiirii, yaklasik 650 cinsi ile oldukga c¢esitlidir.
Ulkemizde bu familyaya ait 69 cins ve 1128 takson bulunmaktadir. Endemik tiirlerin
sayist 375’tir ve kalittm oram1 %39,1°dir (Arslan ve ark., 2012). Fabaceae familyasi
fiziksel, kimyasal ve biyolojik toprak oOzellikleri agisindan hem gida temininde hem
toprak 1slahinda kullanilmaktadir (Ozpinar ve ark., 2006). Insanlik tarihinde ilk kiiltiire
alinan familyalar arasinda yer almaktadir. Oyle ki diinya {izerinde cesitli yerlere dagilim
gdsteren bu grup tyeleri bulunduklarin yerin sartlarina uyum saglayarak ¢ok genis bir
varyete ve gesitlilik ortaya ¢ikmasina sebep olmustur. Boylece meydana gelen yerel ve
dogal flora arasinda yer alan tiirlerin yabani akrabalarla yakinliginin saptanmasi biotik ve
abiyotik olusumlarin sebeplerinin anlasilmasinda kdprii gdrevini {istlenmektedir (Ozpinar
ve ark., 2017).

Vicia L. cinsi Fabaceae familyasinda en ¢ok yayilim gdsteren cinslerden biri

olup Vicia ve Vicilla olmak tizere iki alt cinse ayrilmis (Gedik ve ark., 2013) ve toplam 6



seksiyonda (Cracca, Ervum, Euvicia, Faba, Anatropostylia, Trigonellopsis) toplanmis
(Deveci, 2022), ve ilk kayitlarda 64 tiirii, 22 alt tiiri ve 18 ¢esidinin varligi, bes tiirli ve
{ic alt tiiriiniin ise endemik oldugu belirlenmistir (Kahraman ve ark., 2013). M.O 7000’li
yillara kadar uzanan ge¢misiyle ilk kiiltiire alinan yem bitkileri arasindadir. Kiiltiirii
yapilan Vicia tiirlerinin biiylik ¢ogunlugu Asya, Avrupa en ¢ok da Akdeniz lilkelerinden
koken almistir (Turgut ve ark., 2006). Diinyada Vicia L. cinsi i¢erisinde takribi 334 takson
bulunmakta, bu taksonlarin 59 tanesi iilkemizde dogal plantasyon halinde kendiliginden
var olmaktadir (Turan ve ark.,2018). Ozellikle iilkemizin Dogu ve Giineydogu Anadolu
bolgelerinde Vicia tiirleri genetik farklilasma potansiyeli agisindan Diinya’da tigiincii
sirada yer almaktadir (Oztiirk, 2009; Deveci, 2022). David ve Plitmann (1970) iilkemizde
fig taksonlari tizerinde tamamladiklari aragtirmalarina gére Vicia cinsinin 59 tiirli oldugu
ve bunlarin altisinin endemik oldugu yayinlansalar da, giincel verilerimizi igeren Bizim
Bitkiler web sayfasinda bulunan kayitlara gore ise 63 tiir, 22 alttiir, 17 varyete ve
bunlardan 11  tanesinin de endemik  tir  oldugunu  belirtmistir
(https://bizimbitkiler.org.tr/yeni/demos/technical/, Erisim tarihi: Haziran 2024). (Sekil
1.1).

¢ ) 8 “
Sekil 1.1. Vicia L. cinsine ait g¢igek gorseli (https://kocaelibitkileri.com/wp-
content/uploads/1753/03/Vicia-sativa-standart-1-scaled.jpg)
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Vicia tiirleri arasinda genel baglamda tarimi yapilan tiir sayis1 14 civaridadir
(Deveci, 2022). Ancak iilkemizde yaygin olarak V. sativa (adi-yaygin fig), V. pannonica
(macar fig), V. faba (bakla fig) ¢esitlerinin tartmi yapilmaktadir. Tarim1 yapilan bu Vicia
tiirlerinden gida ve yem sanayisinde yararlanildig1 gibi; nadasa birakilan topraklar i¢in
ekim nobeti bitkisi olmalari, meralarda, silo yemi, park bahgelerde siis bitkisi, tane
iretimi ve yesil giibre olarak kullanilmaktadir (Turan, 2018). Yiiksek protein kaynagi
sebebi ile hayvanlarin severek tiikettigi Vicia tiirleri gerek dogrudan gerek ise karisimlar
halinde hayvanlara verilmektedir. Biyoindikator olarak kullanilan taksonlari olmasi
sebebiyle denizlerdeki petrol kirliliginin yok edilmesi amaciyla Vicia cinsinin bazi
tirlerinden faydalanildig: belirtilmistir (Yildiz, 2014). Tarimi1 yapilmayan dogada kendi
kendine yetisen V. cracca L. (Kus figi) yabani ve bal arilar1 i¢in iyi bir nektar potansiyeli
tagimaktadir (Gozen, 2012). Ciftlik tariminda rotasyona sokulan Vicia tiirleri, hastalik,
zararli ve yabanci ot miicadelesinde topragin verimliligini ve organik madde miktarini
arttirdig1 i¢in etkin bir rol oynamaktadir. Ayni zamanda koklerindeki simbiyotik olarak
yasayan topraga havadaki azotu baglamasi nedeniyle organik tarimda da 6nemli bir yere
sahiptir (Bagbag ve ark., 2012). Ayrica ekonomik 6zelliklerinin yan1 sira Vicia tiirlerinin
tilkemizde genis yayilim alani gostermesi birgogunun kendi kendine var olmasit da 6nemli
ekolojik unsur olusturmaktadir. V. faba'nin parazitik ve tozlayic1 boceklerle etkilesimleri,
cevresel adaptasyon ve etkilerle ilgili 6zellikler, toprak Rhizobia ile etkilesimde azot
fiksasyonu ve yeni ve bilylik fenotipleme eylemlerine olan talebi gli¢lendiren biyoenerji
potansiyeli hakkinda daha fazla bilgiye ihtiyag vardir. (Duc ve ark., 2008).

Ulkemiz fig tiirlerinin gen merkezi konumunda olmasina karsin bu bitkilerden
gerek arastirmalarda gerekse tarim alanlarinda yeterince fayda saglandigi sdylenemez
(Tamkog ve ark., 2004). Oyle ki bilimsel arastirmalara bile sadece ekonomik degeri
yiiksek fig tiirleri (V. faba L., V. sativa L., V. villosa Roth, V. narbonensis L.) ¢ogunlukla
1slah genetigi ¢alismalarina konu olmustur (Gozen, 2012; Deveci, 2022). Bu sebeple
iilkemizde yapilacak olan sitogenetik, karyolojik, molekiiler genetik calismalar yeni
tirlerin tespit edilip filogenetik iliskilerin belirlenmesi amaci ile biiylik 6nem arz
etmektedir.

Teknolojinin  gelismesiyle  birlikte  bitki  biyoteknolojisindeki  ve
biyoinformatikteki gelismeler Ozellikle popiilasyon genetigi, evrim, filogeni ve
taksanomi gibi alanlara Onemli bilgiler saglayip tiirlerin akrabalik derecelerinin
anlasilmasi, tarimda modern 1slah calismalarinda ve kiiltiire alinan tiirler i¢indeki

problemleri ¢ézmede {ilkelere tarimsal statiiler kazandirmaktadir. Bitki c¢esitliligi,

4



tarimsal kaynakli biyoteknoloji c¢aligmalarinda gerekli olan genetik kaynagi
olusturmaktadir. Popiilasyonlarin yasam serlivenleri, gen akislari, yiiksek diizeyde
gosterdikleri allelik varligiin belirlenmesi, niifus kontrolii, tiremesi, ekolojisi, degisen
cevre sartlarina adaptasyonu, kalitimsal 6zelliklerin nesilden nesile aktarimina ve yabani
tiirlerinin yakinlik derecelerine 1s1k tutarak bu konular hakkinda bilgi sahibi olmamiza ve
uygun koruma ve yonetim stratejileri olusturmamiza olanak saglamaktadir. Bu sayede
farkli yerel sartlara uyum 06zellikleri, popiilasyonlarin evrim potansiyelinin himaye altina
alinmas1 ve tarimda modern 1slah ¢alismalarinda iilkelere avantaj saglanmaktadir.
Bitkilerde oncelikle fizyolojik, morfolojik, sitolojik oOzellikler saptanmis, genetik
varyasyonlar1 tanimlama araci olarak kullanilmig ancak bitki sistematigi ¢aligmalarinda
yetersiz kalmasi nedeniyle ¢cevresel faktorlerden ve yliksek polimorfizmden etkilenmeyen
molekiiler markorler gelistirilmistir (Yilmaz, 2021). Kullanilan markdrlerden genellikle
genotipler aras1 genetik uzakligin belirlenmesinde, cesitlerin tanimlanmasi ve
korunmasinda, baglanti ve genetik haritalamalarda, seleksiyonda, nitel ve nicel
Ozelliklerin 1slahinda faydalanilmaktadir. Ayni zamanda yeni c¢esitlerin kayda
gecirilmesinde ve sertifikasyonunda istikrarli, yiiksek verimli ve kaliteli cesitlerin
tespitinde tarla denemeleri ve laboratuvar testleri ile molekiiler markorlerin kullanimi
oldukga 6nemli bir hal almistir (Yorgancilar ve ark., 2015)

ITS (Internal Transcribed Spacer); 18S, 5.8S, 26S korunmus gen bdlgelerinin
arasinda bulunan yakin akraba ve taksonlarin karsilastirilmasinda kullanilan bolgelerdir.
ITS; filogenetik calismalarda yeterli veri sunabilecek kadar uzunluga sahip olmasi, PZR
ile kolaylikla ¢ogaltilabilir olmasi, rDNA bdlgelerine gore, niikleotid degisim hizinin
yiiksek olmasi, cins ve tiir seviyelerindeki filogenetik calismalarda agiklayici olmasi,
yiiksek kopya sayisina sahip olmasi gibi 6zellikleri barindirmasi bakimindan filogenetik
calismalarda oldukga sik kullanilmaktadir. Ayrica ITS bolgesinin bir kismi olan I1TS2
bélgesinin ikincil yap: formu hiicrelerin RNA aktivitelerinde goriilmektedir. Ozellikle
Okaryotik ITS2 bolgesi 4 sarmal ve motiflerle ortaklasa 6zelliklere sahiptir (Coleman,
2007). Korunmus motif ve bolgeler, sarmallarla birlikte ikincil yapinin molekiiler
sistematik alaninda giivenirligini desteklemektedirler. Bitkiler aleminde sistematik
karakterler genellikle morfolojik olmalarina ve son donemde molekiiler verilerle
desteklenmelerine ragmen, ITS2 bdlgesinin ikincil yapist molekiiler veri ile ¢izdirilen 2
boyutlu goriintiisii ile tipk1 bir morfolojik veri gibi giivenilir olmaktadir. Hem yiiksek hem
de distik taksonomik seviyelerdeki iligkilerin ikincil yapidaki baz etkilesimlerinin

degerlendirilmesi, filogenetik iligkilerin tahminlerinin ilerletilmesi i¢in bu yapinin son



yillarda kullanim1 6nemli hale gelmistir (Telford ve ark. 2005; Zhang ve ark. 2015; Siimer
Ercan ve ark., 2022).

Vicia tiirleri ile ilgili ¢alismalara bakildiginda genel itibariyle sitogenetik,
karyolojik, morfolojik, anatomik arastirmalara rastlanilmistir. Yapilan DNA dizi
arastirmalart ile geleneksel morfolojik sonuglar karsilastirildiginda benzerlik ve farklilik
diizeyinde celiskiler ortaya ¢ikmis eski siniflandirma diizeninde olusan problemlerden
dolayr DNA dizi calismalarina ve modern g¢alismalara yonelim baslamistir (Kaplan,
2014). Diinya iizerinde Vicia tiirlerinde olusan DNA dizi analizlerine rastlanirken
tilkemizde bu caligmalarin lokal diizeyde kaldig1 ve arastirma sayisinin azligi dikkat
cekmistir. Molekiiler diizeyde yapilan bu ¢aligmalarin sonraki arastirmalar i¢in bir zemin
ve tamamlayict unsur oldugu diisiiniilmektedir. Ulkemiz basta fig i¢in olmak iizere 5
mikro gen merkezinden biri olmasi sebebiyle DNA dizi analizlerinin yapilmasi ve
filogenetigin belirlenmesi biiyiik 6nem arz etmektedir.

Yapilan bu tez ¢aligmasinda Tiirkiye’de yayilim gosteren bazi Vicia tiirlerinin
molekiiler filogenetik analizi ITS gen bdlgesi ile yapilarak iilkemizden koken aldigi
diisiiniilen bazi fig tiirlerinin diinya iizerindeki molekiiler pozisyonlar1 ve diger fig tiirleri

ile filogenetik akrabalik iligkilerinin ortaya ¢ikarilmasi amaglanmaktadir.



2. ONCEKI CALISMALAR

2.1 Fabaceae (Leguminosae-Baklagiller) Familyasinin Genel Ozellikleri

Baklagiller familyasinin meyvelerinin el ile hasat edilmesinden dolay1
“Leguminosae” kelimesi Latince toplamak anlamina gelen “Legere” den tiiredigi
disiiniilmektedir (Kaplan, 2014). Fabaceae (Leguminosae) familyast 727 cins, 1927 tiir
ile Antarktika kitasi hari¢ yeryliziinde hemen hemen tiim kitalarda yayilis gdsteren
bitkiler alemi igerisinde ii¢ biiyiik familyadan biridir (Ducke, 1949; Souza ve Benko-
Iseppon, 2004; Y1ldiz, 2014). Insanoglunun beslenmesinde sebze ve tane olarak, hayvan
beslenmesinde, toprak reformunda (yesil giibre ve ekim ndbeti), siis bitkisi, baharat bitkisi
(mavi tag yoncasi, ¢gemen), boya (katirtirnagi), ilag bitkisi (keci sakali, gemen), genellikle
subtropik ve tropik bolgelerde iiretimi yapilan bitkilerden zamk, parfiim, sabun ve agag

sanayinde olmak tlizere ¢ok genis alanlarda kullanilmaktadir (Deveci, 2022).

BITKILER ALEMI

/N

Cigeksiz bitkiler (Cryptogamae)  Cigekli bitkiler (Phanergamae) KISIM
Agik tohumlular (Pinophyta) ~ Kapali tohumlular ALT KISIM

(Magnoliophyta)

l

iki genekliler SINIF
(Magnoliopsida)

|

Fabales TAKIM

l

Baklagiller (Fabaceae) FAMILYA

|

Akasyagiller (Mimosoideae)
Kegi boynuzugiller (Caselpinioideae) ALT FAMILYA
Kelebek gicekliler (Faboidea)

Sekil 2.1.Fabaceae familyasinin sistematikteki yeri

Ulkemizde Dogu ve Giineydogu Anadolu’dan yayilim gosteren baklagiller
familya iyelerinin gen merkezi konumuna ev sahipligi etmektedir (Yildiz, 2014).
Fabaceae familyasi, bitkiler aleminde; Phanerogamae (gigekli bitkiler) alt aleminde,
Angiospermae (kapali tohumlular) boliimiinde, Magnoliopsida (¢ift ¢enekliler) sinifinda,
Rosales (Fabales, giilgiller) takimi igerisinde yer almaktadir. Ayrica Fabaceae familyasi

kendi igerisinde, Mimosoideae (akasyagiller), Caesalpiniodeae (keci boynuzugiller),




Faboideae (kelebek cigekliler) olmak iizere 3 alt familyaya ayrilmistir. Faboideae alt
familyas1 Mimosoideae ve Caesalpiniodeae alt familyalarmna oranla farkli ekolojik
sartlara adapte olmus tiir ve ¢esitlere sahipken, Mimosoideae ve Caesalpiniodeae alt
familyalar1 genellikle odunsu, ¢ali formundaki, tropik ve subtropik alanlardaki bitkileri
kapsamaktadir. Bu sebeple Fabaceae familyasindan soz edildiginde, tiim cins ve tiirlerin
biiyiikk ¢ogunlugunu olusturan bu alt familya anlagilmaktadir (Deveci, 2022). Tropikal

kusaktan 1liman ve soguk kusaga kadar tiim Diinya’da yaygin bir familyadir.
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Sekil 2.2. Fabaceae familyasina ait bitkilerin anatomisinin sematik gosterimi

Fabaceae familyasi; tek ya da ¢ok yillik otsu bitkilerdir, bazilar1 odunlu ve ¢ali
formundadir. Kokleri, azot bakterileri ile simbiyotik birlik olusturur. Yapraklar: almasli,
cogunlukla pinnat ya da trifoliyat, bircok cinste yapraklarin bir boliimii tendril seklini
almistir. Stipiil vardir. Yaprak sapinin tabaninda bir siskinlik seklindeki pulvinus
sayesinde yapraklar duruslarimi gece ve giindiiz degistirebilirler. Cigekler genellikle
salkim veya basak durumlarinda, az ¢ok gosterisli, tam ve kuvvetli zigomorf simetrilidir.
Sepaller 5 adet ve birlesiktir. Petaller 5 adet, farkli sekil ve biiyiikliikkte olup kelebek
seklinde diizenlenmistir. Usteki biiyiik petale bayrakgik, birbirine benzeyen yandaki iki
petale kanatgik, az ¢ok birlesmis olan alttaki iki petale ise kayik¢ik ad1 verilir (Sekil 2.2).

Stamen 10 adettir, tamami serbest, monodelf, diadelf, bazilar1 ise polidelftir. Ginekeum



genellikle 1 karpellidir. Oviil 2 veya cok sayidadir, genellikle anatrop, bitegmik ve
krassinusellardir. Meyve tipik olarak kuruyunca agilan legiimen veya agilmayan
lomentumdur (Yildiz, 2014).

Fabaceae familyasinda tohumlar; bir ya da daha fazla, bitkiler; dikenli, otsu, ¢ali,
agac, sarmasik formlu, yapraklar; birlesik, bazen basit veya tek yaprakli, genellikle
sarmal dizilislidir, ¢icekler; ¢ift eseyli, bazen tek eseyli, aktinomorf ve zigomorf, pediselli
veya sapsiz, hipogin veya perigindir, meyve; legiimen, bazen acilmayan, kanatli drupa
benzeri veya enine bolmelidir, kokler ise genellikle kok sebep olan Rhizobium bakterileri

ile simbiyotik iligki halinde bulunmaktadir (Kaplan, 2014).

2.2. Vicia L. Cinsi ile Tlgili Genel Ozellikler

Tek, cift veya ¢ok yillik otsu, cogunlukla tirmanici bitkilerdir. Yapraklar siiliik
(tendril) veya kisa keskin sivri uclu (mukro) ile sonlanan; parapinnat (birlesik) 6zellikte,
bazen de yaprakgik tek ve cift, tam veya disli, yan damarlar ana damara bagli, damarlarin
agizlasma (anostomozlar) yaptigi, nadiren nektar bolgeleri barindiran; imparipinnat
ozellik gostermektedir. Cigekler salkim (rasemus) ya da tek tek cikmaktadir. Kaliks
straight (diiz agizl) veya oblique (egri agizli), tiylii ve tiiysiiz, disler diizenli veya
diizensizdir. Stillus yukariya dogru tiiylii kisa yumusak veya sadece stigma kismu tiiylii
veyahut asag1 dogru sakalsi tiiy 6zelligi gosterir. Meyve (legiim) basik bakla seklinde tek
veya ¢ok tohumludur. Meyve kabugunun birlesme yeri kanatsizdir. Tohumlar ekseriyetle
oval, bazen ¢okiik, hilum ¢ogu zaman uzuncadir. Endosperma olmadigi i¢in yedek besin
elementleri kotilodonlarda depolanmaktadir. Bu sebeple hayvanlar i¢in miithim bir gida
kaynag1 olmaktadir (Kaplan, 2014) (Tablo 2.1)

Vicia L. cinsi Lathyrus sativus L. (miirdimiik) ve Lens culinaris Medik.
(mercimek) cinslerinden giigliikle ayrilir. Hatta V. faba L. seksiyonunda bulunan V.
crocea (Desf.) B.Fedtsch. yanliglhikla Lathyrus aereus (Steven) D.Brandza olarak
isimlendirilmistir. Bu cinsin ¢ogu tiirii cevresel ve genetik farkliliklardan dolay1 oldukca

yiiksek oranda varyasyon gdstermektedir (Oztiirk, 2009).



Tablo 2.1: Vicia L. cinsinin taksonomik hiyerarsisi

Taksonomik Hiyerarsi

Regnum Plantae
Divisio Spermatophyta
Subdivisio Angiospermae
Class Dicotyledoneae
Subclass Archichlamydeae
Ordo Fabales
Familia Fabaceae
Tribus (oymak) Vicieae
Genus Vicia L.

En son tilkemizde Vicia cinsi; Faba L., Vicia L., Anatropostylia Kupicha, Ervum
L., Trigonellopsis Rech., Cracca L. olmak iizere alt1 seksiyonda toplanmistir. Cigek
durumunun bagil uzunluk farki, yaprak dizilisi ve g¢iceklerin rengi, boyutu gibi
taksonomik karakter 6zellikleri sebebiyle cins alti taksonomik durumu flora yazarlari
tarafindan birgok defa diizenlenmistir (G6zen, 2012).

Vicia tiirleri tilkemizde ¢ayir-meralarda ve dogal olarak yetisebilen bitki oldugu
icin ¢ogu zaman istilaci tiir grubuna girmektedir (Deveci, 2022). Genellikle ormanlarda,
nadasa birakilan topraklarda, calilik alanlarda, nemli yerlerde, kumlu topraklarda nadiren
kayalik ve sulak kesimlerde yayilim gostermektedir. Tarimda yem bitkisi olarak V. sativa
L. (yaygin fig), V. pannonica Crantz. (macar fig), V. villosa Roth (tiyli fig), V. ervilia
Willd. (burgak), V. narbonensis L. (koca fig) tiirlerinin yetistiriciligi yapilirken ilk kiiltiire
alinan tiirler ise V. sativa L. (fig) ve V. faba L.(bakla) dir (Avci, 2018). Yesil giibre, mera
bitkisi, yem, tahil, tohum, silaj, yesil ot ve saman olarak kullanilmak i¢in ise en yaygin

olarak adi (yaygin) fig, macar fig, burcak ve koca figin tarimi yapildig: bilinmektedir.

2.3 Vicia L. ile Yapilan Bazi Filogenetik Calismalar
Bozkurt ve ark. (2013), Tiirkiye’de dogal olarak yetisen bazi Vicia taksonlar1 (V.
sativa susp. Sativa, subsp nigra var.nigra, subsp incisa var.cordata, V. cracca, subsp

gerardii, subsp atroviolacca, subsp. Stenophylla, V. hybrida, V.peregrina ve
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V.palaestina) ISSR belirtegleri ile analiz etmislerdir. PZR analizleri sirasinda, 17 primer
test edilmesine ragmen yalnizca 3 primer, tiim taksonlar i¢cin amplifikasyon tiretmistir.
ISSR primerlerinin oldukga yiiksek polimorfik lokusa sahip oldugu saptanmistir. ISSR
profillerinden elde edilen dendograma gore tiim taksonlar iki ana kiimeye ayrilmistir;
bunlardan biri Vicia boliimii, digeri Cracca bolimiidiir. Vicia bolimii; V. sativa, V.
hybrida ve V. peregrina alt kiimelerini kapsarken, Cracca boliimii; V. cracca ve V.
palaestine alt tiirlerini i¢erdigi sunucuna varmislardir.

Ma ve ark. (2022), V. sativa L. cinsinin tim genomunu belirlemek ve Cin
genplazmasinda bulunan V. sativa L. cinsinin genetik ¢esitliligini belirlemek amaciyla
SSR belirtegleri kullanarak ¢aligmalar yapmislaridir. Toplam 79.84 GB yiiksek kaliteli
dizi verisi elde edilip birlestirilmis Kumer analizlerine gore adi fi§ genomunun genom
biiyiikliigii, heterozigottuk oran1 ve GC igerigi sirastyla 1568 Mbp, 0.4345 ve %35 oldugu
saptanmistir. Ayrica toplam 58.175 SSR primer ¢ifti tasarlanarak Cin adi figinin yiiksek
genetik cesitliligine sahip oldugu ve iki ana alt gruba ayrilabilecegi belirlenmistir.
Yapilan bu ¢aligma ile yeni tanimlanan SSR’lar adi fig i¢in genplazm karakterizasyonu,
genetik cesitlilik ve QTL haritalama ¢alismalari i¢in temel molekiiler belirte¢ saglayacagi
kaydedilmistir.

Sun ve ark. (2022), Vicia cinsinin genetik ¢esitliligini belirlemek amaciyla basit
dizi tekrar1 (SSR) markirlar1 kullanarak analizler yapmiglardir. 201 Vicia ¢esidinden
toplam 12 SSR belirteci kullanarak genetik ¢esitliligi ve polimorfizmi incelerek 115 alel
gen tespit etmislerdir. Ortalama polimorfizm orani1 0.9033 olarak hesaplanip 12 tiirii 3 ana
kiimeye ayrildig1 belirlenip, V. norbonensis ve V. tibetica ¢esitlerinin popiilasyonda %89
genetik varyasyonun gozlendigi ve toplam popiilasyonun %11’ini kapsadigi ortaya
cikmustir. Bu sonuglar, Vicia cinsinin genetik cesitliligini ve popiilasyon yapisini agikliga
kavusturarak, genetik degiskenligini anlamak ve gelecekteki iireme programlari ve
genetik degiskenligini anlamak ve gelecekteki tireme programlari, genetik iyilestirme i¢in
bir temel olusturmak amaciyla yararl bilgiler sagladigi belirtmislerdir.

Yildizdogan ve ark. (2016), Lens, Vicia, Lathyrus ve Cicer cinsleri arasindaki
genetik iliskiyi degerlendirmek amaciyla AFLP belirtegleri ve morfolojik 6zellikler
kullanilarak analizler yapilmistir. 414 AFLP markoriinden en bilgilendirici ve polimorfik
olan 280 belirte¢ analiz i¢in kullanilmis, morfolojik belirte¢ olarak tiirler arasinda disli
stipiil sayisi, stipiil acis1, pedinkiildeki aristalar ve bakla tiiylenmeleri degerlendirilmeye

alinmistiri Lens cinsindeki tiirler genetik olarak Vicia ve Lathyrus cinslerine Cicer
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cinsinden daha yakin oldugu, sinden daha yakin oldugu, V. montbretti, Lens cinsinden
gozle goriiliir bir sekilde ayrildigr sonuglarina varmislardir.

Amjad ve ark. (2023), 154 V. faba gesidinin tarimsal-morfolojik 6zelliklerini
belirlemek amaciyla karakter analizi yapmislardir. Genetik varyasyon i¢in 11 kantitatif,
13 kalitatif agromorfolojik karakter gozlenmis ve sonuglar PCA (temel bilesen analizi)
kullanilarak analiz edilmistir. Analiz sonucunda c¢esitli 6zellikler (tohum agirligi, bakla
uzunlugu, bakla egrilik derecesi vb.) bakimindan pozitif iliskiler ortaya ¢ikarilmis, Suudi
Arabistan Kralligi’nda V. faba’ nin genetik ¢esitliliginin anlasilmasinda ve diinya ¢apinda
gelecekte kullanilmasi ve korunmasi igin degerli bir kaynak oldugu anlagilmistir.

Mustafa ve ark. (2008), Diinya iizerinde farkli gen merkezlerinden 13 Vicia faba
cesidi ile farkli kokenlerden gelen V. faba cinsleri arasindaki genetik ¢esitliligi 6l¢gmek
amactyla tohum proteinlerinin elektroforetik verileri kullanilarak analizler yapmislardir.
Inlemelerle birlikte Pisum sativum dis grup olarak gdzlenmis ve kalitimlar arasinda
protein bantlarinin sayisinda genis farkliliklar bulunmustur. Elektroforegramlar ile alt-
spesifik seviyedeki genetik varyasyonun degerlendirilmesinde ve cesit tanimlamasinda
kullanilmak i¢cim kimlik profili olusturulmustur. Etiyopya’dan koken alan kalitimlar en
az protein band1 gosteren ve dis gruba en uzak olan ¢esit oldugu saptanmustir.

Yassiry ve ark. (2023), Irak’1n gesitli bolgelerinden toplanan 3 ¢esit V. faba tiirii
arasinda akrabalik iliskilerini belirlemek ve genetik cesitliligi degerlendirmek amaciyla
ITS genini genotiplemek ve tek iplikli konformasyon polimorfizmi ve PZR teknigi
uygulanarak, SSCP-PZR yontemi sonuglariyla 3 farkli haplotip modeli olusturup DNA
Data Bank Japan (DDBJ) veri tabanina kaydedilmistir.

Mustafa ve ark. (2008), Misir’daki Vicia faba gesitlerinin genetik varyasyonunu
belirlemek amaciyla tohum albiiminleri, globulinlerden ve 10p tohum agirligindan elde
edilen elektroforetik ve kantitatif veriler analiz edilmistir. Analiz sonucunda tohum
globulinleri ile hem tohum albliminleri hem de tohum agirlig1 arasinda negatif korelasyon
oldugu, temek bilesen analizi ve kiime analizleri Misir’daki V. faba ¢esitlerinin genetik
varyasyonlarinda tohum albliminlerinin tohum globiilinlerine gore yiiksek rol oynadig:
belirlenmistir.

Hou ve ark. (2022), Cin’in farkli bolgelerinde tiretilen 226 vicia faba cinsinin
genetik cesitliligini belirlemek amaciyla basit dizi tekrar1 (SSR) markirlar1 ve unigenlerin
fonksiyonlar1 ¢esitli veri tabanlar1 kullanilarak analizler yapilmistir. Bu ¢alismada toplam
92,43 gb dizileme verisi elde edilmis ve toplam uzunlugu 178.152,541 b¢ olan 133.487
unigen dizi bir araya getirilip RNA-Seq analizine dayanarak toplam 5.200 SSR belirteci

12



gelistirilmistir. Toplamda 103 SSR belirteci, farkli Vicia faba gesitleri arasinda anlamli
ve tekrarlanabilir bantlar elde edilmis, kiimeleme analizi ile 226 V. faba cinsi 5 gruba
ayrildig1 ortaya ¢ikmustir. Genetik gesitlilik analiz sonucunda farkli Vicia faba arasindaki
iliskinin, 6zellikle ayn1 bolgede iliskili oldugu ortaya ¢ikmistir.

Oliveria ve ark. (2016), Bat1 Akdeniz havzasindan alinan Vicia faba kalitimlar1
ile yabani akraba tiirlerin genetik ¢esitliligini ve popiilasyon yapisini degerlendirme
amaciyla SSR markirlar1 kullanilarak, ¢alisma yapilmistir. Portekiz, Ispanya ve Fas’tan
53 V. faba, 2 V. johennis ve 7 V. narbonensis ¢esitlerinin SSR markirlar1 ile tarama
yapilarak, heterozigotluk ve soy ici lireme katsayr seviyeleri, yabani tiirlerde ekili
Vicia’ya gore daha yiiksek bir soy i¢i lireme seviyesine isaret etmistir.

Yildinnm ve ark. (2022), 5 fig (Vicia) tiiriine ait 37 aksesyonun genetik
karakterizasyonunu belirlemek amaciyla SSR belirtecleri kullanilarak arastirma
yapilmigtir. Toplam 18 adet SSR markdrii kullanilmis olup bunlardan 8 tanesi
polimorfizm gostermis ve fig katilimlarinin genetik analizi i¢in kullanilmigtir. Toplam
alel sayis1 35 olup her lokus i¢in ortalama alel sayis1 4,38 olarak belirlenmis. Ortalama
heterozigot oran1 0,49 olarak bulunmustur. Polimorfizm bilgi icerigi (PIC) degeri 0,23 ile
0,77 arasinda degismekte olup ortalama deger 0,44 olarak bulunmustur. Tiirler arasinda
hemen hemen net bir ayrim goézlenmesine ragmen, ayni tiiriin baz1 ¢esitleri arasinda
oldukgca yiiksek benzerlikler bulundugunu saptamislardir.

Deveci (2022), Trakya Bolgesi’nde yetisen Vicia cinsine ait V. pannonica subsp.
pannonica, V. sativa subsp. nigra, V. villosa subsp. villosa, V. lutea subsp. hirta, V.
hybrida L. tiirleri olmak iizere 7 farkli genotipin kromozom sayilar1 ve karyolojik
ozelliklerinin belirlenmesi amaciyla yiiriitilmiistiir. Sitolojik karakterizasyon ¢aligmasi
Feulgen boyasi kullanilarak, karyotip analizi yapilarak idiogramlar1 g¢izdirilmigtir.
Calisma sonucunda V. sativa subsp. nigra, V. pannonica subsp. pannonica, V. lutea
subsp. Hirta ve V. villosa subsp. villosa kromozom sayis1 2n=14, Vicia hybrida L. ise
2n=12 olarak tespit edilmistir. Caligmada Vicia cinsinde yer alan genotiplerin karyotip
formiilleri; Vicia sativa subsp. nigra tiiri 21-2 nolu genotipte 4Sm + 3M olarak, Vicia
pannonica subsp. pannonica tiirii 15-14 nolu genotipte 4St + 2Sm, Vicia lutea subsp.
hirta tiirii 7-6 nolu genotipte 7Sm, 15-1-24 nolu genotipte 7St olarak, Vicia villosa subsp.
villosa tiirii 15-1-43 nolu genotipte 6Sm + 1M, 120-3 nolu genotipte 7Sm, Vicia hybrida
L. tiiri 22-1 nolu genotipte 5St + 1Sm olarak belirlenmistir. Calisilan genotipler arasinda
en kiigiik kromozom boyuna 2.391 um ile Vicia sativa subsp. nigra tiirii 21-2 nolu genotip

sahipken, en biiyiik kromozom boyuna ise 8.459 um ile Vicia lutea subsp. hirta tiirii 15-

13



I-24 nolu genotip sahiptir. Kol oranlarinda ise en kii¢iik kol oran1 1.500 um ile Vicia
villosa subsp. villosa tiirii 15-1-43 nolu genotip, en biiyiik kol oranina ise 4.754 um ile
Vicia hybrida L. tiirii 22-1 nolu genotipte rastlanmustir.

Tamkog ve ark. (2004), iki farkli lokasyondan (Cumra ve Selguk Universitesi
Kampiisii) secilen Vicia sativa L. cinslerinin morfolojik farkliliklarinin belirlenmesi
amaciyla 2’si kontrol olmak tizere 12 Fig hatt1 kullanilmigtir. Arastirmada; bitki boyu,
biyolojik verim, tohum verimi ve bin tohum agirlig1 iizerinde durulmustur. iki lokasyon
ortalamasina gore bitki boyu 41.0- 54.3 cm, biyolojik verim 281.3- 333.4 kg/da, tohum
verimi 30.7- 63.8 kg/da ve bin tohum agirlig1 38.0-51.2 g arasinda degigmistir.

Kaplan ve ark. (2021), Giineydogu Anadolu Bolgesi’nde dogal olarak yetisen
baz1 Vicia L. taksonlarii molekiiler filogenetik analiz kullanilarak incelemislerdir.
Arastirma da Vicia L. taxa’nin filogenetik iliskilerini incelemek igin ITS bolgesi
dizinlenmistir ve Lathyrus inconspicuous L. ve L. cassius Boiss dis grup olarak
kullanilmistir. ITS bolge uzunlugu 479-672 bg olarak belirlenmistir. Ortaya ¢ikarilan
filogenetik agaglandirmada V. narbonensis, V. ervilia, V. peregrinae, V. lathyroides, V.
cracca tiirleri olusturulan gruplandirma da daha az ayirt edilebilmistir. Hipekusa ve
Lentopsis. elde edilen verilerin Vicia L. taksonlarinin taksonomik problemlerinin ¢oztimii
acisindan giivenilir oldugu gorilmiistiir.

Avei (2008), Trakya bolgesinde yayilim gosteren Vicia cinsine ait 13 taksonun
(V. articulata, V. cracca subsp. cracca, V. cracca subsp. gerardii, V. cracca subsp.
stenophylla, V. crocea, V. hirsuta, V. meyeri, V. parviflora, V. sibthorpii, V. tetrasperma
ve V. villosa subsp. dasycarpa, V. villosa subsp. eriocarpa ve V. villosa subsp. villosa)
molekiiler filogenetik 6zellikleri ITS bolgeleri analiz edilerek ortaya ¢ikarilmasini amag
etmislerdir. Calismalarinda bazi herbaryumlardan (EDTU, ISTE ve ISTO) alman
ornekler ve 2014-2016 yillarinda arazi ¢alismalarindan elde edilen canli bitki 6rnekleri
kullanilarak DNA izolasyonlar1 yapilarak ITS gen bolgelerinin ¢ogaltimint yapmuslardir.
Elde edilen veriler biyoinformatik ve filogenetik programlar kullanilarak sonuglar
degerlendirilip, klasik taksonomi verileri ile karsilastirilmistir.

Kaplan (2014), Giineydogu Anadolu Bolgesinde yetisen Vicia tiirleri
kullanilarak morfolojik ve molekiiler calismalar yapilmistir. 2013-2014 yillarinda arazi
calismalarindan elde edilen 580 adet 6rnek ile arastirilmalar yapilmis ve bolgede yayilist
bilinmeyen, V. monantha Retz. subsp. monantha Retz. ve endemik bir tiir olan V. caesarea
Boiss.& Bal. tespit edilmistir. Morfolojik analizler sonucunda gerekli incelemeler yapilip

benzerlik ve farkliliklar ortaya konmustur. Molekiiler ¢alismalarda Vicia L. taksonlari i¢
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grup ve L. inconspicuous L. ve L. cassius Boiss. tiirleri ise dis grup olarak belirlenip
molekiiler igaret bolgeleri (ITS, trnL, kloroplast DNA) kullanilarak analizler yapilmistir.
Calisma sonucunda ITS gen bolgesi ile olusturulan agaglarin diger isaret bolgelere gore
daha giivenilir sonuglar verdigi kaydedilmistir.

Arslan ve ark. (2012), Tiirkiye’de dogal olarak yayilim gosteren 11 Vicia (Vicia
cracca subsp. gerardii, V. cracca subsp. atroviolacea, V. cracca subsp. stenophylla, V.
canescens subsp. canescens, V. palaestina, V. michauxii var. stenophylla, V. pannonica
var. pannonica, V. hybrida, V. sativa subsp. nigra var. nigra, V. sativa subsp. nigra var.
segetalis, V. sativa subsp. incisa var. cordata) cinsini karyolojik olarak incelemislerdir.
Calisma sonucunda kromozom sayilari, karyotipleri ve idiyogramlari olusturulup, bu
taksonlarin kromozom sayilar1 2n=10,12,14,24 olarak n-bulunmus, bes cinsin kromozom
sayilar1 ve karyotip analizi ilk kez rapor edilmis ve iki taksonun kromozom morfolojisi
ilk kez tanimlanmastir.

Haider ve ark. (2011), Baz1 Vicia cinslerinin teshisi i¢in 9 kloroplast bolgesi
lizerinde polimeraz zincir reaksiyonu- restriksiyon fragman uzunlugu polimorfizmi
(PZR- RFLP) ve 12 konsensiis kloroplast basit dizi tekrar (ccSSR) primer g¢ifti
kullanilarak Vicia alt cinsinin 22 tiiriniin kloroplast DNA'sindaki polimorfizm
arastirilmaya calisilmistir. Aragtirma sonucunda veriler dogrultusunda kloroplast tiiriine
gore 2 gruba (1. Grup; V. noeana ve V. dionysiensis ve 2. Grup; V. serratifolia ve V.
hyaeniscyamus) ayrilmistir ve 4 tiir hari¢ analiz edilen tiirlerin timii belirlenerek
kaydedilmistir.

Wang ve ark. (2011), Cin’in farkli bolgelerinden ve bazi bolgelerden 802 V. faba
‘nin genetik iliskilerinin ortaya ¢ikarmak amaciyla ISSR belirtecleri kullanilarak 209’u
polimorfik olan 11 ISSR primeri ile toplam 212 tekrarlanabilir amplifikasyon bandi
olusturmusglardir. Aragtirma sonucunda Kuzey Cin’den gelen tiirler en yiiksek genetik
cesitliligi gostermis, Cin kis baklasi UPGMA kiimeleme analizine gore Cin ilkbahar
baklasindan acik¢a ayrilmistir, farkli bolgelerden gelen Cin baklalarinin da ayrimlari
incelenip, yurtdisindan getirilen diger V. faba tiirlerinin arasindaki farklar UPGMA
dendrogramu ile gosterilmistir. ISSR verilerine dayanarak, Asya, Avrupa ve Afrika'dan
erisimlerin gruplandirma sonuglar1 agikca cografi kokenleriyle iliskilendirilmistir.

Yazicilar ve ark. (2021), 2 adet Yaygin fig (Ankara Moru ve Ayaz) ile 3 adet
Macar fig (Ankara Pembesi, Tarim Beyazi ve Kansur) ¢esitleri kullanilarak c¢ekirdek
DNA, kromozom saymmi ve toplam protein miktarina bakilarak genetik cesitliliginin

belirlenmesi amaglamiglardir. 5 farkli fig (Vicia subsp.) popiilasyon tohumlari MS
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ortamina (Murashige Skoog bazal besiyeri 1962) ekleyerek yaprak ornekleriyle flow
sitometri analiziyle ¢ekirdek DNA ve total protein miktarma bakilmistir. 5 farkli fig
(Vicia subsp.) popiilasyonlarinin kok uglarindan 6rnek alinarak kromozom sayimi
yapilmustir. Total protein miktar1 en ¢ok Kansur, Tarim Beyazi, Ankara Moru ve Ayaz,
total protein miktar1 en az Ankara Pembesi, ¢ekirdek DNA miktar1 3.53 pgile 11.11 pg
arasinda degismis, Flow sitometri sonuglarina gére Kansur ve Tarum Beyazi ile Ankara
Pembesi ve Ankara Moru ¢ekirdek DNA oranlari birbirine yakin oldugu, Kansur
kromozom sayis1 2n=2x=14, Ankara Pembesi, Tarim Beyazi, Ankara Moru ve Ayaz
kromozom sayist 2n=2x=12"dir. Proteince zengin ve genom boyutu en biiylik olan
Kansur hatti oldugu sonucuna varilmaistir.

Bosmali ve ark. (2022), Avrasya kokenli 71 Vicia 6rnegini tanimlamak amaciyla
kloroplast trnL, rpoCl1 ve ITS2 DNA barkod bolgelerinden yararlanarak caligsma
yapmuglardir. Elde edilen trnL verileri ile dendrografik agag ¢izimi yapilmis ancak Vicia
L. taksonlarinin bazilarinda yetersiz kiimelenme gozlenmis ve tutarsizliklarin ortadan
kalmasi i¢in ITS2 ve rpoC1 gen bdlgelerinin verileri ile kombine edilmistir. Dogru bir
tanimlama i¢in DNA barkod bdlgelerinin kombinasyonunun gerekli oldugu cikarimi
yapilmistir.

Wu ve ark. (2020), 161 Vicia L. tiirlerinin dogru ve etkili tanimlanmasi amaciyla
(matK, rbcL, trnH-psbA, trnL-trnF, ITS1 ve ITS2) baz1 gen bolgelerinin analizleri
yapilmustir. Calisma sonucunda trnH-psbA boélgeleri en yliksek polimorfizme, tiirler arasi
ve tiir i¢i mesafeye sahipken, ITS gen bdlgelerinin agaclandirma analizlerinde iyi bir
tanimlama araci oldugu ortaya ¢ikarilmistir.

Han ve ark. (2021), Giiney Kore’de bulunan Vicia L. taksonu arasindaki genetik
mesafeyi bulmak amaciyla DNA barkod bolgelerinin (ITS2, matK ve rbcL) kullanilma
olasiliklar1 degerlendirilmistir. ITS2 gen bdlgesi 19 taksonun 12’°sinde barkod bolgeleri
arasinda tiir i¢i degiskenligi olmadig1 halde en 1yi filogenetik ayrimi ortaya ¢ikarmustir.
Calisma sonucunda; V. angustifolia var. segetilis, V. bungei, V. villosa, V. cracca, V.
dasycarpa, V. hirsuta, V. tetrasperma, V. amurensis, V. hirticalycina, ve V. chosenensis
tiirlerinin ayrimi igin etkili bir sekilde kullanilabilecegi kanisina varilirken, V. unijuga, V.
unijuga var. Kaussanensis tiirleri i¢in; V. linearifolia, V. unijuga f. angustifolia, V.
nipponica, V. amoena, V. venosa var. cuspidata, V. pseudo-orobus, ve V. japonica
tiirlerinin barkod bolgeleriyle incelenmesi gerektigi sonucuna varmislardir. Ayrica Vicilla
ile yakin akraba oldugu veya yakin zamanda tiirlesmeye ugradig: tespit edilen tiirler i¢in

39 morfolojik 6zellik arastirilip, 6ne ¢ikan 16 6zellik agisindan da analize tabii tutulan
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Vicia L. tiirlerinin dogrudan farklilastigini ortaya koyulmus ve tiim Giiney Kore Vicia L.
tirlerinin morfolojik 6zellik- DNA barkod lokuslarinin kombinasyonu ile ayrimini

yapmislardir.
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3. MATERYAL VE METOT

3.1.Bitki Materyali

Bu calismada bitki materyali olarak dokuz adet Vicia L. tiirii (6 adet), alt tiirti (1
adet)) ve bunlara ait ¢esitleri (4 adet) (V. pannonica Crantz. (Pembe ¢igekli macar fig
(Anadolu Pembesi)), V. villosa subsp. dasycarpa Cav. (tiiylii meyveli fig), V. pannonica
Crantz. (Macar fig), V. villosa Roth (tiiyli fig (Munzur), V. sativa L. (Adi fig- yaygin fig
(Ankara moru), V. villosa Roth (tiiylii fig), V. narbonensis L. (koca fig), V. pannonica
Crantz. (beyaz ¢icekli macar fig), V. sativa L. (alinoglu adi fig), V. fabaL.) tohumu
kullanilmistir (Sekil 3.1). Kullanilan tiim gesitler Tarim Orman Bakanligi Tarla Bitkileri
Merkez Arastirma Enstitiisii Miidiirliigii’nden temin edilmistir. Vicia tiir ve ¢esitlerine ait
tohumlar optimum laboratuvar ortaminda kaplara ekimi yapilarak, ¢imlendirilmeye

birakilmistir (25° C’de 16 saat 151k 8 saat karanlik) (Sekil 3.2)

Sekil 3.1. Vicia L.tiirlerine ait calisilan tohumlar
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Sekil 3.2. Tohumlarin ¢gimlenmeye birakilmasi (25° C’de 16 saat 151k 8 saat

karanlik dongii)

3.2. Genomik DNA izolasyonu
Genomik DNA izolasyonlart EURX marka Plant and Fungi DNA saflagtirma

kiti ile yapilmistir. DNA izolasyon protokolii asamalar1 soyledir;

1.

25° C’de 12 000 151k siddetinde 16 saat aydinlik, 8 saat karanlik dongii olacak
sekilde ¢imlendirilen Orneklerden yesil yapraklar ve govdeler ayri bigimde
paketlenerek 40°C hava ile kurutma makinasinda kurutuldu.

Kurutulan 6rnekler (-196°C) sivi azot ile havanlarda toz haline getirilerek, kuru
agirhik 20 mg smirin1 gegmeyecek sekilde tartilip 2 ml’lik tiiplere yerlestirildi
(Sekil 3.4).

Tiplere 400 pl Buffer Lyse P, 3- RNase A ve 10 pl Protein K stok ¢ozelti
eklenerek vortekslendi. Bu islem devam ederken tiipler 2 veya 3 defa ters
cevrilerek karisimin iyice karigsmasi amaglandi. Karigim 65°C’de 30 dakika
inkiibasyonda bekletildi.

Inkiibasyon isleminin ardindan tiiplere 130 pl Buffer AC eklendi ve buz iizerinde
5 dakika bekletildikten sonra 10 dakika boyunca 14 000 x g’de santrifiij edildi.
Santrifiij isleminden sonra ortaya ¢ikan ¢ift fazli karigimin {ist faz1 (siipernatant)
pipet yardimi ile dikkatlice alinarak 2 ml’lik toplama tiipleri icerisindeki
kolonlardan gegirildi ve 1 dakika 12 000 x g’de santrifiij edildi.

Elde edilen karistmdan DNA’nin iyice saflagtirmasi ve istenmeyen materyalin

uzaklastirilmasi amaciyla 350 pl Buffer Sol P eklendi ve DNA’nin suda ¢ézlinmez
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10.

11.

duruma gelmesi i¢in 250 pl %96 Etanol eklenip 12 000 x g’de 1 dakika santrifiij
edildi.

Santrifiij isleminden sonra elde edilen karisgtmdan 600 pl alinarak kolona aktarildi
ve 1 dakika boyunca 11 000 x g’de santrifiij edildi. Islem bitiminde olusan siv1
tiiplerden uzaklastirildi ve islem birka¢ kez daha tekrar edildi.

Santrifiij isleminin ardindan tiiplere 500 pl Buffer Wash PX eklendi ve 1 dakika
11 000 x g’de santrifiij edildi. Bu islem 3 tekrar olacak sekilde yapildi.

Islem bitiminde olusan s1v1 kisim ve toplama tiipleri atildi. Kolon membraninin
kurumasi ve Buffer Wash PX kalintilarin1 gidermek amaciyla 1 dakika 11 000 x
g’de tekrar santrifiij edildi.

Kolonlar 2 ml’lik yeni tiiplere yerlestirildi ve DNA’y1 ayristirmak ve verimini
artirmak amaciyla 150 pl Buffer Elution eklendi ve oda sicakliginda 2 dakika
inkiibe edilip, 1 dakika 11 000 xg’de santrifiij edildi.

Santrifiij isleminden sonra tiipler i¢erisinde DNA ¢ozeltisi elde edildi.

Elde edilen DNA’larin varliginin tespiti i¢in agorose jel elektroforez teknigi

kullanild1 bu teknikte su protokol uygulanmistir:

1.

1 gr agaroz 100 ml 50X TAE tamponu igerisine ilave edildi ve mikrodalga firina
yerlestirildi.

Mikrodalga firindan ¢ikarilan ¢ozelti oda sicakliginda ilk sicaklig: gecene kadar
bekletildi.

Karigim igerisine 3 ul SafeGreen™ Loading Dye boya maddesi eklendi.
Hazirlanan ¢ozelti onceden taraklari yerlestirilmis tank icine dokiildii. Tankta
hava kabarcig1 olusmamasina dikkat edildi.

Jel donduktan sonra taraklar ¢ikarilip drneklerden 3 pl TAE tampon ¢ozeltisi
icerisindeki jel lizerinde yer alan kuyucuklara yiiklendi.

Elektroforez igine yerlestirilen jelde kuyulara yiiklenen 6rnekler 90 volt akim ile
40 dakika yuritildi (Sekil 3.5)

Siire sonunda jel UV taransliiminator vasitastyla goriintiilendi.
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Sekil 3.3. Yesil yapraklarin sivi azot yardimiyla ezilmesi toz haline getirilmesi
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Sekil 3.4. Agorose jel elektroforez te

181 yiikleme érﬁﬁfﬁsu

Elde edilen DNA’larin kalite ve varliklarimin kontroli igin  %21’lik
konsantrasyondaki jelde Thermo Scientific™ DNA Gel Loading Dye (6X) ile 4’1
oraninda karistirtlan DNA’lar yiriitiilmistiir (Sekil 3.4). Daha sonra PZR basamaklarinda
kullanilmak i¢in DNA’lar sulandirilmistir (total konsantrasyon 10 ng olacak sekilde).
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3.3. PZR Cahismalari

PZR, istenilen gen bolgelerinin ¢ogaltiminda kullanilan tekniklerden bir
tanesidir (Sekil 3.3). Cihaz temelli olan bu teknikte Oncelikle uygun baglanma
sicakliklarinin bulunmasi ¢alismalarda oncelik arz etmektedir. Calismada Hisao ve ark
(1995) ¢alismasinda kullanilan ve bitkiler i¢in universal olarak degerlendirilen sirasiyla
forward ve reverse olarak ITSL (5-TCGTAACAAGGTTTCCGT- AGGTG-3') ve ITS4
(5'-TCCTCCGCTTATTGATA TGC-3") primer ¢ifti kullanilmistir (ITS1-5.8S-I1TS2).
Bu sebeple oOncelikle primere uygun baglanma sicakliginin bulunmasi i¢in farkl
baglanma sicaklik optimizasyon denemeleri yapilmistir. Buna ek olarak uygun c¢ozelti
igeriklerinin tespit edilmesi de yine sicaklik kadar 6nem arz etmektedir. Bu sebeple yine
uygun ¢Ozeltinin hazirlanmasi igin g¢aligmalarda ¢ozelti igerik optimizasyonlari da
yapilmaktadir.

Bu amagcla farkli sicaklik ve c¢dzelti optimizasyon kosullart denemis ve
kullanilan kosullar tespit edilmistir (Tablo 3.1 ve Tablo 3.2). PZR ¢alismalarinda 0.2
ml’lik steril tiipler kullanilmigtir. Tiiplere sirasiyla numara verildikten sonra 1 ul DNA ve

19 pl hazirlanmis olan PZR karisimi ilave edilerek toplam hacim 20 pl’ye tamamlanmistir

(Tablo 3.1).

Tablo 3.1. PZR karisiminda kullanilan bilesenler ve miktarlari

PZR bilesenleri PZR bilesenlerinin miktari (tek tiip icin)
DNA (10ng) 1 pl

Primer F(10mM) 0,5 ul

Primer R(10mM) 0,5 ul

Master mix buffer 4 ul

ddH20 (steril) 14 pl

Toplam hacim 20 ul
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Tablo 3.2. ITS gen bolgesi i¢cin PZR makinesinde amplifiye sartlar

Basamak Sicakhik Zaman Dongii
On denatiirasyon 95°C 5 dakika 1
Denatiirasyon 95°C 45 saniye

Baglanma 58°C 30 saniye 35
Primer uzamast 72°C 45 saniye

Son uzama 72°C 10 dakika 1
Son sicaklik 12°C sliresiz

Programin tamamlanmasindan sonra istenilen bolgenin amplifiye olup
olmadiginin tespiti i¢in jel elektoforez teknigi yardimi ile %1.8’lik agarose jel de iirlinler
90 volt akimda 40 dakika siireyle yiiriitiilmiis ve UV 1sinlart ile tespit edilerek bilgisayarl

vilber cihazinda goriintii fotograflanmistir (Sekil 4.1).

3.3. Dizi Analizi

Jel goriintiistinde dogru yerin ¢ogaltildigr tespit edilen PZR f{irlinleri, Sanger
metodu ile c¢ift yonlii dizilemelerinin yapilmast i¢in BM Labosis (Ankara) sirketine
gonderilmistir. Firmadan gelen dizileme sonucglari Finch Tv 1.4 adli programda
kromotogramlar halinde goriintiilenerek sekanslarin temizligi kontrol edilmistir

Kromatogramdan FASTA formatinda alinan diziler, Molecular Evolutionary
Genetics Analysis 11 (MEGA 11) programinda diizenlenmis ve Clustal W metodu ile
hizalanmistir. Calismamizda Tarim Orman Bakanligi Merkez Arastirma Enstitiisiinden
temin edilen Vicia cinsi tohumlarin yaninda filogenetik agacta diinyadaki yerlerinin
tespiti i¢gin NCBI (National Center for Biotechnology Information) veri bankasindan
alman DNA dizileri de eklenmistir (Dizi listesi Cizelge 3.3 ‘te verilmistir). Filogenetik
agacin dogru c¢izdirilmesi i¢in MEGAI11 programindaki Model Test bdliimiinden
Maksimum Likelihood metoduna ait farkli parametreler test ettirilmis ve ¢ikan tabloda
AICc (Corrected Akaike information criterion- AIC) degerlerine gére GTR (General
Time Reversibl Model) parametresinde Gamma dagilimi eklenerek agaglar 1000
bootstrapli (tekrarli) degerle ¢izdirilmistir.

ITS2 bolgesinin tim dizilerin igerisinden c¢ikartilmasi amaciyla The ITS2
Database (https://its2.bioapps.biozentrum.uni-wuerzburg.de/) web programi kullanilmis

ve annotation metodu ile her bir birey igin ayr1 ayr1 kaydedilmistir. Elde edilen sekanslar
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The UNAFold Web Server da ayri ayr ikincil yapilart RNA folding (mFOLD)
(http://www.unafold.org/mfold/applications/rna-folding-form.php) tizerinden ¢izdirilmis
ve resimler kaydedilmistir. Yine ayn1 web server da elde edilen AG enerji degerleri

hesaplatilmis ve tablo olarak verilmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

Tarim Orman Bakanligi Tarla Bitkileri

Merkez Arastirma Enstitiisii

Midiirligii’nden temin edilen Vicia L. ve arastirmada kullanilan tohumlarin isimleri tablo

4.1.°de verilmistir.

Tablo 4.1. Vicia L. ornekler listesi

Kullanilan Ornekler

Verilen Numaralar

V. pannonica Crantz (Macar Fig, Anadolu pembesi)
V. pannonica Crantz (Macar Fig)

V. narbonensis L. (Koca Fig)

V. villosa subsp. dasycarpa Cav. (Tiiyli Meyveli Fig)
V. villosa Roth (Tiiyli Fig, Munzur)

V. pannonica Crantz (Beyaz Cigekli Macar Fig)

V. sativa L. (Ankara moru, Adi fig)

V. villosa Roth (Tiiylii Fig)

V. sativa L. (Alinoglu, Adi Fig)

V. faba L. (Bakla)

zZ7
Z6
Z5
Z9
Z4
Z8
Z1
Z3
Z2
Z10

Uygun DNA saflastirma kiti yardimiyla elde edilen Vicia L. tiirlerinin DNA

¢ozeltileri agoroz jel elektoroforezinde yiiriiltiildiikten sonra UV 15181 ile varliklart ve

biiytikliikleri tespit edilmistir (Sekil 4.1).
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.DNA Ladder

100b¢

Ornekler

Sekil 4.1. izole edilen total DNA’larin jel elektroforez goriintiisii

PZR caligmalar1 ile amplifiye edilen ITS gen bdlgesinin ¢ogaltildiginin kontrol
edilmesi i¢in tekrar jel elektroforez yontemi kullanilmig yiiriitiilen 6rnekler UV altinda

bakilarak kontrol edilmistir (Sekil 4.2).

DNA Ladder

Sekil 4.2. ITS gen bdlgesinin jel elektroforez goriintiisii

Jel goriintiilenmesinin ardindan PZR ile ¢gogaltim1 yapilan 6rneklerin dizilenmesi

icin firmaya iletilmis (BM labosis) ve firmadan gelen sonuglar Finch Tv 1.4 adli program
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yardimiyla sekanslar kontrol edilmistir. Kontrol edilen iirlinlerin bir 6rnegi Sekil 4.3.’te

verilmigtir.

B FinchTV - B9+z_7-1TS.ab’l — O >

File Edit WView Finch Help

> R O | we x| @@ |8l || ceostRa
Go to Base No Find Sequence | A C G T
Vertical
Scale : 5 5 5 2-B - 4-8 -8 - 4 1 1 1-F F 4 2-8-8 -8 -B = 1- = } » y 1-0-0 = - - 0-42-0-1 - -5 4 1-2- 4
TT TATATCATGTGTC AAAACACAACCCGCACAAAAACCGT CTC CGGTGCCATCG
430 2440 450 480 470 48

4
Reset Scales | Horizontal Scale |

Sekil 4.3. ITS dizilenmis 6rneklerin kromotogramindan bir bolim

Calismamiz da filogenetik agacin dogrulugunun tespiti icin Fabaceae
familyasindan dis grup olarak Astragalus mongholicus ve Lupinus luteus tiirlerine ait
taksonlar kullanilmis ve bunlara ait sekans verileri ise NCBI veri bankasindan alinmistir.
NCBI veri bankasindan alinan ITS gen bdlgesi ¢alisilan bazi arastirmalarin aksesyon

numaralar1 ve ¢aligilan 6rneklerin bolgeleri Tablo 4.2.’de verilmistir.
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Tablo 4.2. NCBI veri bankasindan alinan Vicia L. érneklerinin isimleri ve referans igin
aksesyon numaralari

Vicia L. Tiirleri

NCBI Aksesyon Numaralar1 Calisilan Ulke

V. tenuifolia Gaudin HM470636.1 Iran
V.villosa Roth HM470611.1 Iran
V.villosa dasycarpa Cav. MW540813.1 Misir
V.villosa dasycarpa Cav. KJ787141.1 Yeni Zelanda
V. benghalensis JX506187.1 Almanya
V. benghalensis JX506186.1 Almanya
V. cracca L. JX506204.1 Almanya
V. cracca L. DQ312197.1 Yeni Zelanda
V. hirsuta Gray HM470620.1 Iran

V. hirsuta Gray MHB808489.1 Cin

V. ervilia Willd. HM470634.1 Iran

V. pannonica Crantz KJ787154.1 Yeni Zelanda
V. pannonica Crantz JX506268.1 Almanya
V. faba L. MW843838.1 Cin

V. faba L. HM470590.1 Iran

V. narbonensis L. HM470591.1 Iran

V. narbonensis L. KJ864960.1 Filistin

V. grandiflora Scop. HM470609.1 Iran

V. grandiflora Scop. AMO087151.1 Italya

V. sativa L. MH808491.1 Cin

V. sativa L. MN532115.1 Tunus
Astragalus mongholicus Bunge EF685969.1 Cin
Lupinus luteus L. MW669318.1 Giiney Afrika

Kullanilan Vicia L. tiirler, alt tiir ve ¢esitlere ait istatistiksel verilen MEGA 11
programi yardimiyla hesaplatilmistir (Tablo 4.3). Vicia L. tiirlerinin, ITS bdlgesinin eksik
veya bozuk bazlarin elenmesinden sonra toplam igerigi 633 bg olarak elde edilmistir.
Korunan baz ¢ifti sayis1 418 bg iken ¢esitlilik gosteren baz cifti sayisi ise 201bg olmustur
(Bunlardan 90 b¢ informatik 6nemli bilgi igermektedir). Tiirler aras1 benzerlik oran1 0.035

cikmistir. Yiizde 50.3 ¢ikan GC orani ITS gen bolgesinin tipik bir 6zelligidir. Ortalama

30



ylizde 50 ile 55 arasinda ¢ikmaktadir ki bu oran ITS gen bdlgesinin bu baz ciftleri
acisindan oldukga zengin oldugunu gostermektedir.
Sonug olarak elde edilen istatistiksel veriler ¢alisilan Vicia tiirlerinin birbirlerine

oldukca benzer gen bolgesine sahip oldugunu gostermektedir.

Tablo 4.3. MEGA 11 programinda hesaplatilan istatistiksel veriler

Istatistik veri Degerler (bg)
Korunan baz sayisi 418
Cesitlilik gosteren baz sayisi 201
Informatik bilgiye sahip baz sayisi 90
Tekli baz sayisi 111
Toplam baz sayis1 633
%GC 50.3
Tirler aras1 benzerlik oran ortalamasi (d) 0.035

Bu istatistiksel verilere ait degerlerin temsil ettigi mutasyonlar MEGA
programinda hizalanmig ve bu da hizalama dosyasinda goriilen dizilemede agikga
goriilmektedir (Sekil 4.4). Ozellikle, V.grandifolia, V.sativa tiirlerine ait ITS bdlgelerinde
20 be¢’lik delesyon mutasyonlart oldukca dikkat ¢ekmektedir. Yine goriintiilenen
transversiyon ve translasyon degisim mutasyonlart da olduk¢a yogun olarak
goriilmektedir. Hizalamalarda ayrica NCBI veri bankasindan alinan Vicia L. ait tiirlere
ait sekanslar calismamizdaki tiirlerin sekanslari ile paralellik bulunmaktadir ki bu da

dogru bdlgenin calisildigini gostermektedir.
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Data  Edt  Sewch  Algnment  Web  Sequencer  Display  Help
D&Y EmE wrhe Fi1 «0x0bxG+4a4ap 332
DNA Sequences Translated Protein Sequences.

Spacies/Abbry
1.V.pannanica white flower

2.V.pannonica_pink flower i T -
3.¥.pannenica 2
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5.V.pannonica_JX506268.1
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28, V.sativa MHBOB491.1 CBGTBGG .
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Cizdirilen filogenetik agag (Sekil 4.5) Vicia L. cinsine ait tiirlerin veri setlerinin
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Sekil 4 4. Vicia L. turlermm ITS bolgesmd rastlanan mutasyonlar

dis gruptan bagimsiz olduklar1 goriilmiistiir. Olusan agacta Vicia L. tiirleri her tiir kendi
alt tiirii ile konumlanacak sekilde dagilmstir. V. grandfilora ve V. sativa tiirleri delesyon
mutasyonunun da varligr ile giicli bootstrap degeri ile desteklenen 1. grubu
olusturmaktadir. V. villosa ve alt tiirleri alt kiimelenme olustururken, V. faba ve V.
narbonensis tiirleri 2. kiimede kendilerine ait bir dal yaparak konumlanmislardir.
Boylelikle calisilan Tiirkiye’ye ait tiirler diger diinya tiirleri ile kiyaslandiginda
morfolojik verilerle yapilan sistematik anahtarlara uygun sekilde konumlandiklari
goriilmiistiir. Ozellikle V.sativa ve V.grandifolia tiirlerinin morfolojik olarak da diger
tiirlerden meyve yapilari ile ayrilmaktadirlar (Kaplan, 2014). Ayrica en fazla varyasyon
gosteren yine V.sativa tiirii olmasi sebebiyle diger tiirlerle akrabalik iliskilerinin genetik
olarak bilinmesi 6nem arz etmektedir. Yine V.narbonensis tiiriiniin yapraklarinin 1- 3
yaprake¢ikli ve yaprakgiklarin damarlar1 belirgin  olmamas1 (Kaplan, 2014) ile
V.sativa’dan morfolojik olarak ayrilmasi molekiiler filogenetik agacta da paralel sekilde
ayr1 durmasi 6nemli bir durumdur. Bunlara ek olarak V.villosa tiirii ve alt tiirleri tek y1llik
ya da iki yillik olmalari, pediinkiillerinin bir¢ok ¢igekli yapraklarinin olmasi ( 4- 10 gift
yaprakeikli), tiiri diger tirlerden ayirmaktadir ki bu ayn1 zamanda filogenetik agacta da
acikca goriilmektedir.
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W tenuifolia HM470636.1
Z8(V pannonica)

24V villosa)

95 Z3(V.villosa)

69
69

— Z9(V villosa subps dasycarpa)
— V.villosa HM470611.1
62 — V.villosa subsp dasycarpa MW540813.1

a7

10g — V.villosa subsp dasycarpa KJ787141.1
93 — V.benghalensis JX506187 .1
100 — V-benghalensis JX506186.1
— V.cracca JX506204 .1
— V.cracca DQ312197 1

” — V. hirsuta MHB08489.1
100 — V-hirsuta HM470620.1
W ervilia HM470634 1
Z6(V _pannonica)
ZT (V. pannonica)

52 \ pannonica KJ787154.1
— g7 — V.pannonica JX506268.1
90 — V narbonensis KJ864960.1
> { V.narbonensis HM470591 1
— Z5(V narbonensis)
— V.faba HW470590 1
o0 V faba MVW843838 1
g5 — Z10(V faba)
i[ V_grandiflora HM470609. 1
\ grandiflora AM0OB151 1
V. sativa MH808491 1
V. sativa MN532115.1
7 72(V sativa)
8?;,1 Z1(V sativa)
I: Lupinus luteus MVWEE9318.1
10g — Astragalus mongholicus EF685969.1

a7

Sekil 4.5. Vicia L. tiirlerine ait filogenetik iliskiyi gosteren filogenetik agag.
(Maksimum Likelihood yontemi ve GTR+G modeli kullanilarak ¢ikarilmistir. Bootstrap
degerleri 1000 tekrarli olup yanlarinda gosterilmistir.)
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ITS bolgelerinin avantajli 6zellikleri, onlart DNA barkodlamada, 6zellikle nesli
tikenmekte olan tiirlerin korunmasinda tiir tanimlamasi i¢in degerli hale getirmistir
(Kress ve ark., 2005, Kress, 2017, Chen ve ark., 2010, China Plant BOL Calisma Grubu,
2011; Zhang ve Jiang, 2020). Bu nedenle, molekiiler filogenetik analizin morfolojik
ozelliklerin yanina dahil edilmesi, tiirlesmeye yonelik arastirmalar i¢in kesin bilgiler
sunabilir. Caligmanin sonuglart degerlendirildiginde 6zellikle yetistiriciligi yapilan Vicia
tiirlerin, birbirleriyle molekiiler iligkilerinin yakin olmas1 hem ekonomik hem de ekolojik
acidan degerli yeni tiir olusturulmasi agisindan destekleyici olmaktadir

Literatiirde Avci (2008) ve Kaplan (2014) yaptigi calismalarda kullandiklart ITS
gen bolgesi ile Vicia tiirlerinde yaptiklar1 c¢aligmalarin sonuglarina bakildiginda
morfolojik verilerle paralel sonuglar elde etmislerdir. Hatta Kaplan (2014) ¢alismasinda
bolgede yayilis gosteren ve hayvancilikta biiylik 6neme sahip 2 Vicia tiiriinii literatiire
kazandirmis ve yeni tiir olarak kayit altina almistir. Elde edilen veriler biyoinformatik ve
filogenetik programlar kullanilarak klasik taksonomi verileri ile karsilagtirilmistir.
Molekiiler ¢aligmalarda sonucunda ITS gen bolgesi ile olusturulan agaglarin diger isaret
bolgelere gore daha giivenilir sonuclar verdigi kaydedilmistir. Yapilan bu ¢calismamizda
da sonug¢larimiz Kaplan (2014)’nin yaptig1 ¢alismayi desteklemekte ve molekiiler veri
olusturmada 6zellikle ITS gen bolgesinin tiirler arasi akrabalik iligkilerini net bir sekilde
ortaya koymaktadir.

Bosmali ve ark. (2022), Avrasya kokenli 71 Vicia drnegini tanimlamak
amaciyla yaptiklart ¢alismada kullandiklar1 farkli gen boélgelerinden elde ettikleri
sonuglara gore Vicia taksonlarinin molekiiler verilerle ayrimini en iyi ITS gen bolgesi ile
yapildigini ve dogru bir tanimlama i¢in DNA barkod bolgelerinin ITS de iceren farkli gen
bolgeleri ile kombinasyonunun gerekli oldugu cikarimin1 yapmislardir. Yapilan bu
calisma ile de ITS gen bolgesinin dogal yayilis gosteren tiirler lizerinde caligilacak
giivenilir bir bolge oldugunu desteklenmistir.

Wu ve ark. (2020) ile Han ve ark. (2021) ‘nin yine farkli Vicia tiirlerinin dogru
ve etkili tanimlanmas1 amaciyla yapilan ¢aligsmalarda trnH-psbA bolgeleri en yiiksek
polimorfizme, tiirler arasi ve tiir i¢i mesafeye sahipken, ITS gen bdlgelerinin
agaclandirma analizlerinde iyi bir tanimlama araci1 oldugu ortaya cikarilmistir. Ozellikle
ITS2 gen bolgesi 19 taksonun 12’sinde barkod bdlgeleri arasinda tiir i¢i degiskenligi
olmadig1 halde en iyi filogenetik ayrimi ortaya c¢ikarmistir. Yapilan ¢aligmalar tezde

kullanilan gen bdlgesinin literatiirde de en giivenilir bolge oldugunu gdostermektedir.
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Karaman ve ark. (2022) yaptiklar1 biyogesitlilik ¢alismasinda yine Fabaceae
familyasinda yer alan Astragalus L. cinsinde yaptiklart yeni tiir teshisi calismasinda ITS
gen bolgesini kullanarak seksiyonlar arasindaki filogenetik iligkiyi belirlemisler ve yeni
tiir isimlendirmesi yapmislardir. Calismada molekiiler verilerin o6zellikle ITS
kodlanmayan rDNA bdlgesinin bu gibi yeni tiir teshislerinde olduk¢a 6nemli bir yere
sahip oldugu gézlemlenmistir. Yapilan bu ¢aligmada da ayni familya ya ait Vicia cinsinde
ITS gen bolgesi tiirler arast ayrimda olduk¢a onemli bilgiler vermekte ve sonuglar
morfolojik ayrimla paralellik gostermektedir.

Calismada kullanilan gen bdlgesi icerisinde 6zellikli bir yere sahip olan ITS2
bolgesine ait sekanslarla ¢izdirilen sekonder yapilar (Sekil 4.6) gostermektedir ki dizi
tizerinde yer alan ikincil yap1iy1 olusturan bazlar tiirlere gore farkliliklarla 2 boyutlu yapiy1
olusturmaktadirlar. 4 farkli heliks ve farkli motiflerle tiirler arasindaki benzerlik ve
farkliliklar kolaylikla se¢ilmektedir. Ayrica olusturulan ikincil yapiya ait sekillerin enerji

diizeyleri de gostermektedir ki, farkl: tiirlere ait yapilar farkli enerji diizeylerine sahiptir.

s, S N
AN O\ b
.-'(',‘(‘ X A2

V. narbonensis L. , V. Faba L. X

Sekil 4.6. Calisilan Vicia L. tiirlerine ait mFold programinda ¢izdirilen 1TS2
ikincil yapilar.
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Sekil 4.6 (Devam). Calisilan Vicia L. tiirlerine ait mFold programinda ¢izdirilen

ITS2 ikincil yapilar.



ITS 2 bolgesi 6zellikle bitkiler aleminde taksonomik ¢alismalarda son yillarda
kesfedilmis Onemli bir barkod bolgesi olarak karsimiza c¢ikmaktadir. Caligmada
kullanilan Vicia cinsine ait tiirlerde bu barkod bolgesi morfolojik karakterlerin
kullanildig1 sistematik siniflandirma kategorilerine destek vermektedir. Han ve ark.
(2021) yaptiklar1 calismada kullandiklar1 bolgelerden en informatif olaninin ITS2 bolgesi
oldugunu belirtmeleri, bu ¢alismada secilen bdlgenin giivenirliligini desteklemektedir.
Ozellikle ikincil yapida elde edilen tahminlerdeki cizimlerde tiir bazindaki farkliliklar
oldukga belirgin olarak goriilmektedir (Sekil 4.6).

Her ne kadar bitkiler aleminde kii¢iik bir bolge olsa da (200-230bg) ITS 2 bolgesi
tiim familyalarda DNA barkod bélgesi olarak siklikla kullanilmaktadir. Ozellikle tiir igi
ve ayni cinse ait tiirler aras1 ayrimda kisa ve kolay amlifiye olmasi sebebiyle ¢alismalarda
tercih edilen gen bolgelerinden biri olmustur. Elbette bu tercih sebeplerinden birisi de
gorsellestirilebilir olmasidir. Programlar yardimiyla ITS2 gen bdlgesi 2 boyutlu
sekillendirilebilmesi ile gorsel agidan da ayrimlar1 gdstermekte ve morfo molekiiler veri
olarak ¢alismalara destek vermektedir. Ates ve ark. (2022) sunduklar1 ¢alismada ITS2
bolgesinin hem alt kategori hem de iist kategoride tiirler aras1 ayrimlarda oldukca dogru
sonuclar vererek taksonomiye katki sagladiklarini belirtmislerdir. Yine ¢alismamizda
verilen ITS2 analizleri de Ates ve ark. (2022) destekler nitelikte filogenetik iliskileri
gostermektedir.

ITS 2 bolgesinin program tarafindan ¢izdirilen kisimlarindaki heliksler, halkasal
yapilar biyoinformatikte ikincil yapilar hesaplanirken bir enerji olusturmaktadir. Bu
enerji AG olarak (Gibbs Free Energy) olarak isimlendirilmekte ve her bir tiirde farkli
niikleotid yapilar1 sebebiyle farkli olmaktadir. Bu enerji yapilar ¢alismada kullanilan her

bir sekans i¢in mFold programinda ayr1 ayr1 hesaplatilmigtir (Tablo 4.4)

Tablo 4.4. Calisilan 6 farkli tiire ait AG degerleri

Tiir ismi AG

V.villosa -62.60
V.villosa subsp. dasycarpa -62.00
V.pannonica -50.88
V.sativa -59.70
V.narbonensis -55.40
V.faba -68.90
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ITS2 bolgesi rDNA’da olmasi sebebiyle sadece bitkilerde degil birgok
organizmada taksonomik tiir teshislerinde molekiiler veri olarak kullanilmaktadir. Stimer
Ercan ve ark. (2022) yaptiklar1 ¢alismada bu metodu kullanarak farkli tiirlere ait
Trichogramma (Hymenoptera: Trichogrammatidae)’lardaki ITS2 bolgesinin sekonder
yapisini da g6z Oniline alarak tiir cesitliliginin tespitindeki farkliliklar1 ortaya
koymuslardir. Yine Ates ve Karaman (2021) yilinda sunduklari bir ¢alismada Lathyrus
L. cinsine ait tiirlerin molekiiler filogenetik tanimlamalarinda ITS2 bdlgesinin sekonder
yapisinin nasil kullanildigini gostermislerdir. Yapilan bu calismamizda da kullanilan
farkli Vicia L. cinsine ait tiirlerde ITS2 sekonder yapisinin tahmini ¢izimleri ve bu
tahminlerin enerji degerleri molekiiler verilerle tiir ayirt etmede oldukga gilivenilir

sonuclar verdigini gostermistir.
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5 .SONUC VE ONERILER

Bitkiler de filogenetik analizler genellikle genetik, evrim, filogeni, atalarin
belirlenmesi ve taksonomi olusturma c¢aligmalarinin yaninda yaygin olarak bitki 1slahi
arastirmalarinda kullanilmaktadir. Filogeni c¢alismalarinin birincil amaglart farkli
bolgelerde yetisen ve farkli kosullara adapte olmus tiirlerin akrabalik iliskilerini, yakinlik
derecelerini anlamak, yeni tiir olusturma ve bitki 1slahi ¢alismalarina destek saglamaktir.
Ozellikle DNA barkodlama, bitkileri hem korumak hem de kullanmak igin dogru tiir
tanimlamasi ihtiyacinin bir sonucu olarak ortaya ¢ikmistir. DNA barkodu ile elde edilen
genetik diziler, hem filogenetik topluluk ekolojisinde kullanilmak iizere hem de
molekiiler calismalarla morfolojik calismalar1 birbirlerini desteklenmesi i¢in 6nemli
olmaktadir. ITS gen bolgesi ise kodlanmayan bolge olmasi ve ribozomal sistronlar da
bulunmasi ile diger gen bolgelerine kiyasla molekiiller ¢alismalarda siklikla
kullanilmaktadir. Bolge 6zellikle molekiiler sistematik ¢caligsmalarda avantajlari sebebiyle
bilim insanlarina 6nemli veriler saglamaktadir. Bu bolgeye ek olarak yapilan ¢aligmalarda
son yillarda ITS2 bodlgesinin polimorfizm oraninin daha yiiksek oldugunun kesfedilmesi
ile ayrica da ITS2 bolgesinin ikincil yapisinin yeni algoritmalarla tahmin edilmesi ile de
bu bolge tipki morfolojik bir karakter gibi molekiiler verilerin yansimasini saglamaktadir.
Bu da bilim insanlaria gorsel bir veri olusturarak sonuclarin daha detayli incelenmesi
konusunda yardimc1 olmaktadir.

Bu ¢alismanin sonucu ile elde edilen bilgilerin, Vicia L. cinsine ait farkl: tiirlerle
filogenetik acidan yapilacak arastirmalara ve Vicia tiirlerinin iyilestirilme siireglerine
yarar saglayacagini ongormekteyiz. Yeryliziinde dogal yayilim gosteren tiirler, farkli
aragtirma konulari i¢in gen kaynagi potansiyeli gostermektedir. Vicia tiirlerinin dogada
gostermis olduklar1 adaptasyon, kolay ¢ogalislart ile ¢ogu zaman istilaci tiir olmalari,
Vicia tiirlerinin farkl: tiir i¢i olusum gdstermeleri onlarin biyogesitlilik konusunda 6nemli
bir yere sahip olmalarini saglamaktadir.

Vicia L. cinsine ait tiirler morfolojik agidan birbirlerine ¢ok benzemeleri ile
morfolojik verilere dayali sistematik ¢alismalarda bu tiirlerin ayrim1 her zaman problemli
olmustur. Ozellikle de istilac1 tiir olmalar1 kolaylikla iireyebilmeleri bu cinsin tayin ve
teshisini zorlastirmaktadir. Bu sebeple de bir¢ok yeni tiir olarak ilan edilen tiirler ya da
alt tiirler sinonime diismektedir. Yine morfolojik olarak birbirlerine ¢ok benzeyen cinse
ait tlirler seksiyon ayrimlarinda yaniltici olabilmektedirler. Bu sebepten molekiiler agidan

yapilan degerlendirmeler morfolojik ¢aligmalarin 6niinli agmakta ve yeni tiir teshisi veya
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seksiyon belirleme, tayin anahtari olusturma asamalarinda klasik sistematik ¢aligmalarina
destek olmaktadirlar.

Ayrica yem bitkisi olarak ekonomik 6neme sahip Vicia L. tiirlerinin molekiiler
caligmalarindan elde edilen veriler bu tilirlerin gelistirilmesi ve diinya ¢apinda besin degeri
yiiksek yeni tiir ve gesit gelistirilmesi i¢in 6onem arz etmektedir. Genetik olarak yakin
tiirlerin 1slah ¢alismalarinda daha iyi sonuglar verecegi bilinmektedir. Diinya da yetisen
Vicia tiirleri ile tilkemizde yetistiriciligi yapilan 6nemli baz1 Vicia tiirlerinin filogenetik
Ozelliklerini bu ¢alisma ile belirlenmesi ¢alismanin hipotezini olusturmaktadir Ki ileriki
caligmalarda tiim tlilkede dogal yayilis gosteren tiirlerin de ¢alismaya dahil edilmesi ile
ekonomik 6neme sahip tiirlerin DNA barkodlar1 farkli bolgelerle de yapilarak tilkemiz
biyogesitliligine katki saglanacak, yapilacak filogenetik, 1slah vb. gibi ¢alismalara destek
verebilecegi konusu ¢alismanin bilime katkisini ortaya koymaktadir.

Ulkemizde yetistiriciligi yapilan tiirler ile diinya iizerinde calisilan ve
yetistiriciligi yapilan bazi Vicia L. tiirlerinin birbirleriyle akrabalik iliskilerinin olmasi bu
calismanin siirdiirtilebilirligini bizlere goéstermis, dogada kendiliginden yetisen diger
tiirlerin bu tiir filogenetik akrabalik ¢aligmalarina eklenerek, yeryiiziinde yetisen diger
tiirlerle iliskilerinin tespitinin hizlandirilip hem morfolojik teshis ¢alismalarinda hem de
1slah caligmalarinda kullanilmasinin iilkemiz biyogesitliligine katki saglayacagi

Ongorilmiigtiir.
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