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Oz: Bu calisma ile Rize ilinde yayilis gosteren 8 Rubus tiirii morfolojik, mikromorfolojik ve

* = https:/forcid.org/0000-0001-9778-614X  mg]ekiiler sistematik yonden arastirildi. Bitki materyalleri 2019 yilinda yapilan arazi ¢alismalari ile
* https://orcid.org/0000-0002-0535-943X topland1. Arastirma bolgesinden toplanan &rnekler teshis edildi ve herbaryum &rnegi haline

* https://orcid.org/0000-0002-6718-7979 getirildi. Bu tiirlerin gévde, yaprak ve ¢igek gibi kisimlari stereomikroskopta morfolojik, SEM’de

ise mikromorfolojik olarak incelendi. Sonrasinda 6rneklere ait ITS bolgeleri PZR ile ¢ogaltilarak

dizi analizi yapildi. Analiz sonucu 8 tiir arasindaki benzerlik iligkisini ortaya koyan filogenetik agac

olusturuldu. Mikromorfolojik goriintiilere bakildiginda 8 tiir arasinda govde, yaprak tiiylenmesi,

tily tipleri ve diken yapisinin ayirici 6zellikte oldugu tespit edildi. Morfolojik bulgular sonucunda

8 Rubus tiiriiniin yaprak, meyve, diken, petal, yaprak ve yaprakeik 6l¢iisli, meyve tanelerinin yapisi,

*Sorumlu yazarn: sayis1 ve sekli, yaprak alt ve iist ylizey, petal yiizeyi tliiylenme durumu, meyve ve sepallerin rengi,
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Analysis of Morphological, Micromorphological and Molecular Systematic Properties
of Rubus L. (Rosaceae) Species in Rize Province

Abstract: Rubus species in Rize province were compared morphologically and
micromorphologically along with molecular systematics of plants in this work. Analysed plant
materials were sampled during field studies conducted in 2019. The collected samples were
identified according to known methods and were transferred into herbarium plants. A total of 8 taxa
belonging to Rubus species were found. Plant parts such as stem, leaves and flowers were examined
morphologically and micromorphologically under stereo microscope and SEM. Then, plant
genomic DNA was isolated from fresh leaf samples by suitable methods to determine ITS profiles.
Then the ITS regions were amplified by PCR and sequenced. A phylogenetic tree showing the
similarity among this 8 species was then created based on the sequence analysis. The stem, leaf
trichomes, trichome types and thorn structure were found to be distinctive among these 8 species
when micromorphological images were examined. As a result of morphological findings, Rubus
plants constitute 8 distinct species in terms of leaf, fruit, thorn, shape, petal, leaf and leaflet size,

structure, number and shape of fruit grains, leaf adaxial and abaxial surface, trichome amount of
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Fatma KUYUMCU petal surface, color of fruit and sepals and leaf edge structure. These features were characteristic
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= } closest to the Rosacea family were Rubus hirtus and Rubus tereticaulis while the most distant
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species were Rubus sanctus.
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GiRisS

Tiirkiye, 780,576 km?’lik yiiz dl¢ilimii ile diinyanin
32. biiyiik iilkesidir. Tirkiye Damarli Bitkileri Listesi’ne
gore ( Gliner vd., 2012), iilkemizde toplam 167 familya ve
1.320 cinse ait 9.996 tiir, 1989 alttiir, 867 varyete, 263 melez
tir ve 5 melez alttiir olmak iizere toplam 11.707 takson
bulunmaktadir.  Tirkiye’deki 12.000°e  yakin  bitki
taksonundan 500’iniin tibbi ve aromatik Ozellikli ve
bunlardan 200 tanesinin ise ihracat potansiyeline sahip
oldugu agiklanmistir. Bu 6zelliklerinden dolay: Tiirkiye
floras1 hem yerli, hem de yabanci botanik¢ilerin ilgisini
cekmistir (Ozer, 2017; Koday & Erhan, 2013).

Cografi  agidan  bakildiginda  Tiirkiye’nin
kuzeydogusunda, Dogu Karadeniz Bolgesi’nde yer alan
Rize ili kuzeyden tamamen Karadeniz ile g¢evrilmistir.
Batida Trabzon, dogusunda Artvin, giineyde Erzurum ile
komsu olan Rize fitocografik olarak Avrupa Sibirya
bolgesinin Kolsik flora kesiminde bulunmaktadir. Ilin
vejetasyonu genellikle mezofitik 6zellikli ormanlar, ¢alilar
ve yiiksek dag ¢ayirlarindan olusmaktadir. Rize ilinin florasi
ile ilgili yapilan ¢aligmalar sirasiyla Giiner (1984), Vural
(1996), Cobanoglu (2012), Demir (2013), Aksoy (2013),
Baykal vd. (2018), Ofluoglu, (2015), Eksi (2016), Siizen
(2017), Sarigiil (2018), Baykal & Atamov (2018), Batan vd.
(2018), Atamov & Cobanoglu (2019), Demir & Atamov
(2019) tarafindan yapilmistir. Bu bolgenin bitki Ortiisi
acisindan ne kadar zengin oldugu yapilan birgok
arastirmalardan da anlasiimaktadir (Ozer, 2017).

Ulkemizde oldukg¢a genis yayilisa sahip Rubus L.
cinsine ait tiirler 6zellikle Dogu Karadeniz Bolgesinde dogal
olarak bulunmaktadir ve Tiirkiye’deki yayiligi, birgok tiirii
icin Dogu Karadeniz Bolgesi ile smirlidir. Yapilan

calismalar yayilis alanlariyla beraber yeni yayilig alanlari,
toprak ozellikleri (humus igerikleri), etkileri ve ekolojileri
tizerinedir (Kuyumcu, 2020).

Ulkemizde bogiirtlen (Rubus L.) cinsine ait
taksonlar ozellikle Karadeniz sahil bolgelerinde yaygin
olarak yetismektedir. Boylesine yaygin olarak yetisen bu
cinse ait tiirlerin morfolojik olarak birbirine benzer olmasi
ve bundan dolayr teshisin kolay yapilmasi i¢in genetik
karakterizasyonunun yapilmasi ve daha sonraki ¢aligmalara
da 151k tutmasi agisindan 6nem arz etmektedir. Bu calisma
Rize ili hudutlarini (A8 karesi) kapsamaktadir. Calismanin
amaci, Rize ilinde yayilis gosteren Rubus tiirlerinin
morfolojik yonden incelenmesi ve filogenetik farkliliklarini
Internal Transcribed Spacer (ITS) gen bolgelerini molekiiler
farkliligini ortaya koyabilmektir.

MATERYAL VE METOT

Rubus cinsi Tiirkiye’de 8 tiire ait 9 taksonla temsil
edilmektedir. Bu taksonlar: Rubus caesius L., Rubus
canescens DC. var. canescens, Rubus canescens DC. var.
glabratus (Gordon) Davis & Meikle, Rubus caucasicus
Focke, Rubus hirtus Waldst & Kit, Rubus idaeus L., Rubus
sanctus Schreber, Rubus saxatilis L. ve Rubus tereticaulis
P.J. Mueller (Eminagaoglu vd., 2021). Bu arastirmanin
materyalini 2018-2019 yillar1 arasinda Rize il sinirlar
icerisinde yer alan ve Tablo 1’de verilen lokalitelerden
alinan Rubus cinsine ait tiirler olusturmaktadir. Toplanan
ornekler preslenerek herbaryum ornegi haline getirilmistir.
Davis (1972)’e gore teshis edilen tiirlerin adlar1 Tiirkiye’ nin
Biitin Agaglar1 ve Calillar1 (Eminagaoglu vd., 2021)
kullanilarak kontrol edilmistir.

Tablo 1. Bitki 6rneklerinin toplandig: tarih yiikseklik lokalite ve habitatlar.
Table 1. The date the plant samples were collected, altitude, locality and habitats.

Yer Kod (Location code) Yer (Location) GPS

Yiikseklik (Altitude) (m)

Habitat Tarih (date) Tiir (Species)

A2 Ardesen miifti 2 37 T 0667219 UTM 4562084 19 Dere kenar1 yol kenar1 dikenlik 10.07.2019 R. caesius

N1 Yesiltepe N4055336 E 040 48050 927 Kestane ve thlamur yaygin 22.06.2019 R. canescens

Al Ardesen Miifti 2 37 T 0667219 UTM 4562084 19 Yol kenari, Dere yant 10.07.2019 R. canescens

C2 Camlihemsin 37 T 0671642 UTM 4550049 411 Koy i¢i bahge kenarlari 7.07.2019 R. caucasicus

M1 Marabadam Yaylasi 37 T 0647647 UTM 4522585 1500 Karisik orman Kizilagag yaygin 22.06.2019 R. caucasicus

C4 Camlihemsin 4 yol 37 T 0675309 UTM 4547946 1383 Karigik orman igine step yerlesmis 7.07.2019 R. caucasicus

CK1 Cat Koyt 37 T 0660665 UTM 4528237 1057 Orman bitki ortiisii yol kenar1 6.07.2019 R. caucasicus

G1 Giirpmar Koyii Babik 37T 0668411 UTM 4524245 759 Calilik 22.07.2019 R. hirtus

\% Vergenik Yaylasi 37 T 0660981 UTM 4517858 2029 Subalpin ¢ayir 6.07.2019 R. idaeus

K1 Kogdiizii Yaylast 37 T 06795151 UTM 4543760 1970 Alpin ¢ayir 7.07.2019 R. idaeus

K2 Kogdiizii Yaylast 37 T 06795151 UTM 4543760 1970 Alpin ¢ayir 7.07.2019 R. idaeus

V3 Vergenik Yaylast 37 T 0661197 UTM 4518050 1997 m Genis, Alpin gayirlar 6.07.2019 R. saxatilis

C1 Camlihemsin 37 T 0668671 UTM 4544461 363 m Orman i¢i agiklik 6.07.2019 R. tereticaulis

AC Ardegen 37 T 0667219 UTM 4562084 17m Carsl i¢i 10.08.2019 R. sanctus

Morfolojik  ozelliklerin ~ dlglimleri  herbaryum Yapilan incelemelerde tiirlerin yaprak ayasi ve

materyali  sekline  getirilmis  bitki  O6rneklerinden kenar sekilleri, yaprak alt ve st ylizeyindeki tiiylenmeler,

faydalanilarak yapilmistir. Bitki 6rneklerinin gévde, yaprak,
¢igek ve bunlarin kisimlarina bakilmis ve 6l¢iileri alinmigtir.
Bazi mikro karakterlerin milimetrik okdiiler yardimi ile
Olglilmesinde LEICA S6D marka stereomikroskobundan
yararlanilmistir (Hekimoglu, 2019).
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petiyolun tiily ve diken yapisi, tiiylenme durumu, stipul
sekilleri ile govde lizerindeki tiiylenme ve diken yapis1 gibi
ozellikler incelenmistir. Yine tiirlere ait herbaryum ornekleri
incelenerek morfolojik 6zelliklerinin daha iyi belirlenmesi
saglanmustir (Gedik, 2019; Toker, 2004).



Kuyumcu vd., (2022)

Bitki orneklerinin mikromorfolojik ozelliklerinin
belirlenmesinde taramali elektron mikroskobu (Scanning
Electron Microscope, SEM) kullanilmistir. Toplanan bitki
orneklerinin yaprak ve govde kisimlari goriintiilenmistir.
Alinan goriintiiler 4565-PhotoScape V3.7.exe yazilimi ile
diizenlenerek yalinlastirilmig, 6lgek ve tonlamalara sadik
kalinmigtir (Hekimoglu, 2019).

SEM c¢aligmalari bitkilerin yaprak alti, yaprak iistii
ve govdelerinden alinan drneklerle yapilmustir. ilk olarak
polenler iizerinde cift tarafi yapiskan karbon bantli staplara
(metal tastyicilar) yerlestirilerek yerlesim diizeyi not
edilmistir. Bu staplar iletkenligi saglamak amaciyla SC502
Sputter Coater yardimiyla altinla kaplandi. Altinla kaplanan
yaprak ve govde yapilart gogunlukla 100X, 200X, 1000X ve
2000X biiyiitme giiciinde fotograflandi. SEM ¢alismalart
Recep Tayyip Erdogan Universitesi Merkezi Arastirma
Laboratuvarinda bulunan JEOL JSM-6610 marka SEM
kullanilarak 5-15 kV altinda yiiriitiildi (Giizel, 2018).

Molekiiler Calismalar-.

Genomik DNA Izolasyonu: Laboratuvarda -20
°C’de saklanan bitki yaprak 6rneklerinden DNA izole etmek
icin s1v1 azot ile dgiitme islemi uygulandi. DNA izolasyonu,
Haymes (1996)’e gore revizyon yapilarak CTAB
(hexadecyl-trimethyl-ammonium  bromide)  protokolii
tizerinden elde edildi.

PZR: Caligmalarda uygulanan PZR igerigi Tablo
2’de, PZR sartlar1 ise Tablo 3’de verilmistir. Toplamda 25
pL  olarak hazirlanan reaksiyon igerigi ve miktarlar
asagidaki (Tablo 3) gibidir.

Tablo 2. PZR igerigi (Haymes, 1996).
Table 2. PCR contents (Haymes, 1996).

Kimyasal (Chemical) Miktar (Amount)

Stok (Stock)

DNA 2L
MgCl2 1,2 uL 25 mm
dNTP 1,4 uL 10 mm
1TS4 ve ITS5 primerler 2+2 uL 100 pmol
Taq DNA Polimeraz 1,5 ulL 3U/uL
10X Buffer 2uL 10X
dH.0 23 uL -

Tablo 3. PZR sartlar1 (Haymes, 1996).
Table 3. PCR conditions (Haymes, 1996).

Sicakhik (Temperute) Siire (Time)
94 °C 4 dakika (minute)

Dongii (Loop)

94 °C 2 dakika (minute) }

48 °C 1 dakika (minute) } 40 dongii (Loop)
30 saniye (second) }

72°C 2 dakika (minute) }

72°C 10 dakika (minute)

Agaroz Jel Elektroforezi; PZR firlinleri %!1’lik
hazirlanan agaroz jelde 110 voltta 20 dakika yiiriitiildi ve EtBr ile
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boyanarak UVP Gel Documentation System ile UV 1s1ginda
goriintiilendi.

ITS Bdolgelerine Ait Verilerin Degerlendirilmesi; PZR
ornekleri MedSantek (Ankara) firmasma gonderilerek ayni
primerler ile DNA dizi analizine tabi tutuldu. Elde edilen sekans
sonuglart NCBI (National Center for Biotechnology information)
BLAST (The Basic Local Alignment Searc Tool) internet ara
yiiziinden faydalanilarak GenBank’taki verilerle karsilastirildi ve
CLUSTAL-W ile taksonlar arasindaki benzerlikler
yapilarak filogenetik agag ¢izildi.

analizi

BULGULAR

Morfolojik Bulgular: Bolgede Rubus cinsine ait
tirlerin ¢igek yapisinda istirak eden anter ve petallerin boy
ve en Olciileri, flamentlerin ise boy olgiileri Tablo 4 ’te
verilmistir.

Tablo 4. Rubus tiirlerinin anter, flament ve petal olgiilerinin
karsilastirilmasi.

Table 4. Comparison of anther, filament and petal sizes of Rubus
species.

Anter Flament Petal
Boy(most) En (size) Boy(most) En (size) Boy(most)

(um) (um) (um) (um) (um)
R. caesius 3.39 2.29 3.26 2.41 9.03
R. canescens 0.54 2.99 2.02 2.66 5.47
R. caucasius 0.81 0.68 4.48 3.47 9.17
R. hirtus 0.40 0.98 3.48 2.46 6.30
R. idaeus 0.76 0.64 3.79 2.74 8.09
R. sanctus 0.27 0.42 2.92 217 4.13
R. saxatilis - - - 275 5.49
R.tereticaulis 0.47 0.33 3.54 3.04 9.12

Arastirma alaninda yayilis gésteren Rubus cinsine
ait tiirlerin yaprak boy 6l¢iimleri Tablo 5 ’te ve Sekil 1 ‘de
verilmistir.

Sekil 1. Rubus tiirlerinin yaprak boyu bakimindan karsilastirilmasi.
Figure 1. Comparison of Rubus species in terms of leaf length.

Tablo 5. Rubus tiirlerinin yaprak boyu, ¢igek boyutu ve drupa sayisi bakimindan karsilagtirilmasi.
Table 5. Comparison of Rubus species in terms of leaf length, flower size and number of drupes).

R. caesius R. canescens R. caucasius R. hirtus R. idaeus R. sanctus R. saxatilis R. tereticaulis
Yaprak boyu 8 9 10 7 6 27 4 6.5
(leaf size)(cm)
Drupa 15 7 30 7 7 20 6 13
sayis1 (adet)
Cigek eni . 9 10 12 11 65 13 1

(flower width) (cm)
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Arastirma alani smirlar1 igerisinde rastlanan
Rubus cinsine ait tiirlerin drupa tipi meyvelerinin drupa
sayisi, c¢icek boyutu, yaprak boyu bakimindan
kargilagtirilmasi sonuglart Tablo 5’da verilmigtir. Tablo 5
‘de Rubus caesius’un ¢icek boyutu ile ilgili bir bilgi
goriilmemektedir. Bunun nedeni bu tiire ait ¢igeklerin
ornek toplama doneminde meyveye doniigmiis olmasidir.

Mikromorfolojik Bulgular: Arastirma alam
smirlart igerisinde bulunan Rubus cinsine ait tiirlerin
yaprak iistil, yaprak alt1 ve govdelerine ait mikromorfolojik
gorintiileri ¢ekilmistir. Buna gore; Rubus caesius’un
yaprak ist yiizeyine bakildiginda tiiylenme ve diken
yapisina rastlanmamaktadir. Yaprak alt yiizeyinde ise
yogun ve birbirine ge¢mis sekilde kivrik krispit tiiyler ve
stomalara rastlanmaktadir. Govde epidermis yapisinda da
yer yer salgi tiiylli ve basit tilye rastlanmakta, diken
yapisinin yogun olmadigi goriilmektedir (Sekil 2).

Sekil 2. Rubus caesius' a ait mikromorfolojik goriintiiler (a)
yaprak {istii x500 goriintii (b) govde x30 goriintii (c) yaprak altt
x500 goriintii (d) gévde x500 goriintii

Figure 2. Micromorphological images of Rubus caesius (a) x500
image on the leaf (b) x30 image of the stem (c) x500 image under
the leaf (d) x500 image of the stem.

Sekil 3. Rubus canescens' e ait mikromorfolojik goriintiiler (a)
yaprak {istii x200 goriintii (b) govde x16 goriintii (c) yaprak alt1
x500 goriintii (d) gévde x500 gorlintii.

Figure 3. Micromorphological images of Rubus canescens (a)
x200 image above leaf (b) stem x16 image (c) under leaf x500
image (d) stem x500 image.

Rubus canescens’in yaprak iist yiizeyinde seyrek basit
tilyler, yaprak alt yiizeyinde ise sik kivrik krispit tliyler ve
stomalar goriilmektedir. Govde epidermis yapisina bakildiginda
yogun sekilde tiiylerle kapli oldugu ve oraksi orta tabanli bir
diken yapisi goriilmektedir (Sekil 3). Rubus caucasicus tiirtiniin
yaprak iist yiizeyinde tiiylenme ve diken yapisina rastlanmazken,
yaprak altinda seyrek, basit, kivrik tiyler ile stomalara
rastlanmaktadir. Govdede ise basit tiiylenmeler ve yogun bir
sekilde diiz uzun diken yapis1 goriilmektedir (Sekil 4).

Sekil 4. Rubus caucasicus ' a ait mikromorfolojik goriintiiler (a)
yaprak istii x200 goriintii (b) govde x30 gorlintii (c) yaprak alti
x500 gortintii (d) gévde x500 goriintii.

Figure 4. Micromorphological images of Rubus caucasicus (a)
x200 image on the leaf (b) x30 image of the stem (c) x500 image
under the leaf (d) x500 image of the stem.

Sekil 5. Rubus hirtus ' a ait mikromorfolojik goriintiiler (a) yaprak
istii x200 goriintii (b) gdvde x30 goriintii (c) yaprak alt1 x500
goriintii (d) gévde x500 goriintii.

Figure 5. Micromorphological images of Rubus hirtus (a) x200
image on the leaf (b) x30 image on the stem (c) X500 image under
the leaf (d) x500 image on the stem.

Rubus hirtus’un yaprak iist ylizeyinde seyrek basit
tilyler, yaprak alt yiizeyinde ise iist ylizeyine oranla daha
stk bir sekilde basit tiiyler bulundugu goriilmektedir.
Yaprak alt ylizeyindeki stoma yogunlugu diger tiirlere gore
daha fazladir. Govde epidermis yapisina bakildiginda
olduk¢a dik uzun diken yapilarina rastlanmaktadir.
Govdeyi ¢cok yogun sekilde saran birbirine karigmis sekilde
basit tily yapis1 bulunmaktadir (Sekil 5).

Rubus idaeus yaprak iist yiizeyinde herhangi bir
tily ve diken yapis1 goriilmemektedir. Yaprak alt yilizeyine
bakildiginda diger tiirlerden ayrilacak sekilde oldukca
yogun Dbasit tily yapist gorilmektedir. Stomalar
gorillememistir.  Yogun tily yapisinin altinda oldugu
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diistiniilebilir. Govde epidermis yapisina bakildiginda tity
yapist yok denecek kadar azdir. Seyrek diken yapisi
goriilmektedir ve dikenler kisa dik sekildedir (Sekil 6).

Sekil 6. Rubus idaeus ' a ait mikromorfolojik goriintiiler (a)
yaprak {istii x200 goriintii (b) gévde x30 goriintii (c) yaprak alti
x500 goriintii (d) gévde x1000 goriintii.

Figure 6. Micromorphological images of Rubus idaeus (a) x200
image on the leaf (b) x30 image of the stem (c) X500 image under
the leaf (d) x1000 image of the stem.

Sekil 7. Rubus sanctus' a ait mikromorfolojik gorintiiler (a)
yaprak iistli x500 goriintii (b) gdvde x9 goriintii (c) yaprak alt1
x500 goriintii (d) gévde x500 goriinti.

Figure 7. Micromorphological images of Rubus sanctus (a) X500
image on the leaf (b) x9 image of the stem (c) X500 image under
the leaf (d) x500 image of the stem.

Diger tiirlerden farkli olarak yaprak {ist yiizeyi
tilylii olan Rubus sanctus’ta kalkik tiiyler goriilmektedir.
Yaprak alt yiizeyine bakildiginda tiim yiizeyi kaplayan ¢ok
yogun bir sekilde Dbirbirine geg¢mis tliy yapist
goriilmektedir. Tiy yogunlugundan dolayr tam tipi
anlagilamamakla birlikte basit tily oldugu anlagilmaktadir.
Govdesinde ise diger tiirlerden farkli olarak daha genis
tabanli ve daha biiyiik bir diken yapisi goriilmektedir ve
tipi oraksidir. Diken tizerinde de dahil olmak iizere tiim
govde kisa ve yogun basit titylerle kaphdir (Sekil 7).

Rubus saxatilis’in yaprak iist ve alt yiizeylerinde
seyrek basit tiiyler goriilmektedir. Yaprak alt yiizeyinde yer
yer stomalara rastlanmaktadir. Gévde epidermis yapisina
bakildiginda diken yapis1 yok denecek kadar azdir ve ¢ok
ince seyrek basit tiiyler bulunmaktadir (Sekil 8).

Sekil 8. Rubus saxatilis' e ait mikromorfolojik goriintiiler (a)
yaprak {istii x200 goriintii (b) gévde x50 goriintii (c) yaprak alti
x500 goriintii (d) gévde x1000 goriintii

Figure 8. Micromorphological images of Rubus saxatilis (a) X200
image on the leaf (b) x50 image on the stem (c) X500 image under
the leaf (d) x1000 image on the stem.

Rubus tereticaulis 'in yaprak st yiizeyinde seyrek
basit tiiyler, yaprak alt yiizeyinde ise tiim ylizeyi kaplayan
¢ok yogun sekilde birbirine gegmis tilyler goriilmektedir.
Yaprak altinda tiiy yogunlugundan dolayr tam tipi
anlagilamamakla birlikte basit tiily oldugu anlasilmaktadir.
Govde epidermis yapisina bakildiginda seyrek kalkik
tiiyler bulunmakla birlikte diken yapisi alinan goriintiide
bulunmamaktadir (Sekil 9).

Sekil 9. Rubus tereticaulis 'e ait mikromorfolojik gorintiiler (a)
yaprak {stii x200 goriintii (b) gdvde x50 goriintii (c) yaprak altt
x200 goriintii (d) gévde x1000 goriinti.

Figure 9. Micromorphological images of Rubus tereticaulis (a)
x200 image on the leaf (b) x50 image on the stem (c) x200 image
under the leaf (d) x1000 image on the stem.

Molekiiler Bulgular: 2019 yilinda yapilan arazi
caligmalar1 sonucu Rubus L. taksonlarinin genomik
DNA’lar1 daha 6nceki boliimde bahsedilen prosediire gore
cogaltlmistir. Sekil 10 bazi Rubus orneklerinin ITS
bantlarinin jel goriintiilerini gostermektedir. Laboratuvar
calismalarinda ayni anda bantlarin jel goriintiileri elde
edilemediginden dolay1 bir kism1 verilmistir.

Yapilan ¢aligmalar sonucunda 6rneklere ait ITS
dizileri uzunluklarmin 709-731 bp arasinda degisiklik
gosterdigi; biitiin ITS niikleotid uzunlugundaki G+C
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iceriginin  ise,  %55,26-56,92  arasinda  degistigi
bulunmustur. G+C igerigi URL-2 ‘de verilen sayfada
hesaplanmistir. Her 6rnek icin elde edilen ITS uzunlugu,
G+C igerigi degerleri Tablo 6 ’de verilmistir. Biitiin
caligilan oOrneklerin ITS bolgeleri arasindaki benzerlik
iligkileri Clustal W programindan (URL- 1) yararlanilarak
ortaya konmustur (Sekil 11).

Sekil 10’°a gore Rubus hirtus ile Rubus
tereticaulis’in ve Rubus idaeus ile Rubus caucasicus’in
arasindaki yakinhigin daha ¢ok oldugu, Rosaceae
familyasina en uzak taksonun ise Rubus sanctus oldugu
ortaya konmustur.

R, hirtus

=
=
=
s
s

R, idaeus

Sekil 10. Bazi Rubus orneklerinin ITS bolgelerine ait PZR
bantlari. (PCR amplicons of the ITS region of some Rubus
species).

Figure 10. PCR bands of ITS regions of some Rubus samples.
(PCR amplicons of the ITS region of some Rubus species).

Tablo 6. ITS PZR sonuglarinda elde edilen niikleotid uzunluklari

ve G+C igerigi.

Table 6. Base lengths and GC contents of ITS-PCR.
Tiir Ad1 ITS Uzunlugu (bp) G+C %
Rubus hirtus 710 56,90
Rubus caucasicus 714 56,44
Rubus tereticaulis 709 55,85
Rubus sanctus 712 56,04
Rubus idaeus 716 55,45
Rubus canescens 715 56,92

Rubus-hirtus-Walds&Kit 0.0916524

Rubus-tereticaulis-PJ -Mueller 0.0471615

“ | Rubus-idaeus-L. 0.0404349
Rubus-canescens-D.C. 00305153

\_‘_: Rubus-caucasicus-Focke 0.0217697

Rubus-sanctus-Schreber 0.0217697
Sekil 11. ITS bolgelerinden CLUSTAL W ile yapilmis filogenetik agag.
Figiire 11. Phylogenetic tree of ITS regions constructed with CLUSTAL W.

TARTISMA VE SONUC

Yapilan caligmayla Rize il’inde yayilis gdsteren
Rubus cinsine ait 8 tiiriin oldugu goérilmiistiir. Morfolojik
bulgular sonucunda Rubus cinsine ait 8 tiriin yaprak,
meyve, diken, sekli, petal, yaprak ve yaprak¢ik oOlgiisii,
meyve tanelerinin yapisi, sayisi ve sekli, yaprak alt ve iist
ylizey, petal yiizeyi tiiylenme durumu, meyve ve sepallerin
rengi, yaprak kenart yapisi bakimindan birbirinden
ayrildigr goriilmistiir. Bu 6zelliklerin karakteristik oldugu
belirlenmistir.

Lokalite olarak bakildiginda Rubus caesius, R.
canescens, R. sanctus, R. tereticaulis’in Tirkiye yayilis
haritasinda Rize’de olmadig1 belirtilmis fakat yapilan
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calismayla bu tiirlerin bu bolgede de yayilis gosterdigi
kanitlanmistir.

Mikromorfolojik  bulgular sonucunda bazi
taksonlarda yaprak alt ylizeyinde stomalarmn bulundugu
bazilarinda ise bulunmadigi gorilmektedir. Rubus
sanctus’ta kalkik tliyler goriilmektedir. Rubus tereticaulis,
R. sanctus, R. idaeus tiirlerinin yaprak alt yiizeyinin diger
tirlere nazaran daha yogun tiiylerle kapli oldugu
goriilmiistiir. Yine 8 tir arasinda mikromorfolojik
goriintiilere bakildiginda govde, yaprak tiiylenmesi, tiy
tipleri ve diken yapisinin ayirict 6zellikte oldugu tespit
edilmistir.

Molekiiler bulgulara gore Rubus hirtus ile R.
tereticaulis, R. idaeus ve R. caucasicus arasindaki
yakinligin daha ¢ok oldugu, Rosaceae familyasina en uzak
taksonun ise R. sanctus oldugu ortaya konmustur. Rubus
sanctus’un en farkli tiir oldugu olgiimler, diken ve tily
yapist bakimindan morfolojik ve mikromorfolojik
resimlere bakildiginda da bulunan molekiiler verileri
desteklemektedir. Yine Rubus hirtus ile Rubus tereticaulis
‘in yakinlig1 sadece molekiiler bulgulara gore degil, yaprak
en-boy, flament boy, petal en-boy 6l¢iimlerine bakilarak da
goriilebilmektedir. Bunun yanisira Rubus idaeus ve Rubus
caucasicus arasindaki yakinlik gerek drupa sayilar gerek
yaprak, petal vb. Olgiilerde goriilememektedir.Yapilan
caligmalar sonucu 6rneklere ait ITS dizileri uzunluklari
709-731 bp arasinda degisiklik gosterdigi; biitiin ITS
niikleotid uzunlugundaki G+C igerigi ise, %55,26-56,92
arasinda degistigi bulunmustur.

Polat ve Gocmen (2008) tarafindan yapilan
caligmada ahududu tiirleri incelenmistir. Calisma alani
olarak Karadeniz Bolgesi segilmistir. 15 ahududu tipi
RAPD primeri kullanilarak DNA analizi yapilmig ve sonug
olarak genetik benzerliginin %50 ve %98 arasinda
degistigi ortaya konmustur. Bu da Karadeniz Bolgesinde
yayilis gosteren kirmizi ahududu tiplerinde genetik
varyasyonun fazla oldugunu kanitlamaktadir.

Eker ve Koloren (2017) tarafindan yapilan
¢alismada, Ordu ilinden Rubus cinsine ait 30 Ornek
toplanmis ve DNA izolasyon prosediirii olan Haymes
(1996) CTAB (hexadecyl-trimethyl-ammonium bromide)
protokolii modifiye edilerek uygulanmistir. Ribozomal
RNA (rRNA) ITS gen bdlgesi i¢in, Gen Bankasindan
temin edilen referans sekans dizileri ile calismada elde
edilen sekans sonuglar1 karsilagtirnllmistir. Dizilerin genetik
uzakliklar1 CLUSTAL W  programu  kullanilarak
hesaplanmis ve bu veri setleri ile filogeni agaclariin
cizimi yapilmustir. Ornekler arasindan on Rubus tiirii tespit
edilmistir. Orneklerinden 6 tane haplotip sonucu gikmustir.
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
sirastyla R. sanctus, Rubus sp., R. divaricatus, R.
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conothyrsoides ve R. capricollensis ile yakin akraba olarak
belirlenmistir. Haplotip 2 (F6) ise, %99,8 niikleotid dizisi
benzerligi bakimindan R. silvativus ile yakin akraba olarak
goriilmiistiir. Kullanilan teknikler ¢aligmamizla ¢ok benzer
olmakla birlikte incelenen taksonlar ve lokalite farklidir.
Giinay (2015) tarafindan yapilan ¢aliymada maya
suslarinin  DNA dizi analizleri sonucuna goére nar
meyvesinden ve ahududu meyvesinden maya izolasyonu
yapilmigtir. Arastirmanin sonucuna bakildiginda nar
meyvesi yiizeyinden izole edilen maya suslar
Metschnikowia pulcherrima, Cryptococcus bestiolae,
Aureobasidium  pullulans, Candida  zeylanoides,
Hanseniaspora uvarum, Kluyveromyces lactis ve
Metschnikowia sp. tiirleriyle, ahududu meyvesinden izole
edilen maya suslar1 ise M. pulcherrima, A. pullulans,
Candida sp., H. uvarum ve Metschnikowia sp. tiirleri
arasindaki homoloji orani ¢ok yiiksek oldugu tespit
edilmigtir. API-ZYM test sistemi kullanilmis ve bunun
neticesinde nar meyvesinden elde edilen maya tiirlerinin
alkalin fosfataz, 16sin arilamidaz, esteraz (C 4), esteraz
lipaz (C 8), asit fosfataz, naftol-AS-Bl-fosfohidrolaz
enzimlerinin; ahududu meyvesinden elde edilen maya
ise Losin arilamidaz ve - Glukosidaz
enzimlerinin yiiksek aktiviteye sahip oldugu gorilmistiir.
Allice ve Campbell (1999) tarafindan yapilan
calisgmaya gore Rosaecae familyasina ait Rubus ve
Dalibarda L. cinslerinin ITS verilerine dayanarak
filogenetik agidan farkli oldugu fakat morfolojik olarak

tirlerinde

tirdes olduklar1 kabul edilmektedir. Yine bu ¢alismada
filogenetik agaca bakildiginda Rubus saxatilis ve Rubus
idaeus’un benzer olduklar: ve Rubus tiirlerinin odunsudan
otsuya gecisinde yapraklarin da bilesik yapraktan basit
yapraga dogru evrimlestigi ortaya konulmustur.

Isik (2014) tarafindan Rubus L. cinsi Glandulosi
subseksiyonunda yer alan dort taksona (R. tereticaulis, R.
hirtus, R. platyphyllos ve R. caucasicus) ait anatomik,
morfolojik, palinolojik, fitokimyasal, sitogenetik, genetik
ve ekolojik o6zellikler ¢ahsilmistir. Iklimsel olarak
bakildiginda R. caucasicus ve R. platyphyllos’un, yayilis
alanlarinda, diger taksonlarla karsilagtirildiginda daha
yiliksek nem miktarina gereksinim duydugu belirlenmistir.
ISSR teknigi kullanilarak yapilan DNA analizi sonucunda
R.hirtus ve R. platyphyllos taksonlarmin genetiksel olarak
birbirine uzak, R. hirtus’un R. tereticaulis’e genetik olarak
daha yakin oldugu goriilmiistiir. SEM yardimi ile R.
caucasicus taksonuna ait polen goriintiileri alinmis ve bu
taksonun trikolporat yapida tipik Rosaceae polenlerinin
bulundugu tespit edilmistir. Morfolojik ¢aligmalara
bakildiginda ise Davis ve Meikle (1972), The Flora of
Turkey and the East Egean Islands (1972) adli eserinde tiiy
rengi ve boyu hakkinda yeterli derecede aydinlatici bilgi
olmadigr vurgulanmistir. Tily yapist ve yogunlugunun
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Rubus taksonlar1 igin karakteristik oldugunu yaptigimiz
caligma desteklemektedir.
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