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OZET

Bu ¢aligma 12 farkli Phlomis L. (Lamiaceae) melezinin molekiller yonden atalarina
olan yakmligi, genomlarindaki molekiiler diizenlemelerin arastirilmasmi kapsamaktadir.
Arastirmada kullanilan 15 Phlomis tiirii arasindaki genetik iliskiyi kloroplast DNA dizi
analizi ile belirlemek ve turlerin kloroplast DNA’sinin niikleotid dizilerine ait parmak
izlerini ¢ikarmak amaciyla yapilmistir. Calismada genomik DNA izolasyonu, kurumus
bitki yapraklarindan Rogers ve Bendich’ten modifiye CTAB yontemiyle, Yiizbasioglu
ve Dadandr’da belirtildigi sekilde yapilmistir. izole edilen genomik DNA’dan kloroplast
DNA’smdaki trnT-trnL bolgesi A ve B primerleri kullanilarak ¢ogaltilip dizi analizine
gonderilmistir. Dizi analizi sonucu elde edilen diziler CodonCode Aligner programinda
kesilip birlestirilmis, MEGA6 programi icerisindeki MUSCLE ile hizalanmis ve
filogenetik agaglar olusturulmustur. Splitstree4 programu ile de filogenetik network
analizi yapilmistir. Molekiiler verileri karsilastirmak amaciyla 6rneklerin morfolojik

Olcuimleri yapilmis, NTYS ve Splitstree4 programlarinda degerlendirilmistir.

Phlomis 6rneklerinde niikleotid yuzdeleri %36,84 (A), %35,17 (T/U), %13,28 (C) ve
%14,71 (G) olarak belirlenmistir. Niikleotidlerdeki transisyon/transversiyon doniisiim
hiz oran1 k1=1.581 (piirinler) ve k2=3.289 (pirimidinler) olarak go6zlenmistir.
Nikleotidlerdeki toplam transisyon/transversiyon egilimi ise R=0,958 olarak

bulunmustur

MEGAG6 programinda yapilan maximum likelihood, maximum parsimony, neighbour-
joining ve UPGMA analizleri sonucunda Phlomis cinsi tiirleri dis gruptan ayrilmis ve ii¢
altseksiyona kismen uygun sekilde gruplanmustir. Sonuglar filogenetik network ve

morfolojik veri sonuglari ile desteklenmistir.

Anahtar Kelimeler: Phlomis, Lamiacea, CpDNA, trnT-trnL, melezlesme
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ABSTRACT

This study has been done to determine molecular proximity of 12 Phlomis hybrids to
their ancestors, to analyze the molecular regulations at their genome and genetic relation
between 15 Phlomis species by cpDNA sequence analysis and to find out the species’
chloroplast DNA nucleotide sequences’ fingerprints. In this study, genomic DNA has
been extracted from dry leaves with a modified method of Rogers and Bendich as
described in Yizbasioglu and Dadandi. TrnT-trnL region of chloroplast DNA was
amplified using the primer couple A and B, then PCR products sent for bidirectional
sequence analysis. The ends of the sequences of trnT-trnL region were cut and
combined by CodonCode Aligner. The data was aligned by MUSCLE under the
MEGAG6 and phylogenetic trees were established. Splitstree4 was used for phylogenetic
network analysis of the data. The phylogenetic trees obtained from the molecular data
were compared with the phylogenetic trees obtained from the morphological data.

Percentage of nucleotide composition at Phlomis species was determined as 36,84% (A),
35,17% (T/U), 13,28% (C) and 14,71% (G). Transisyon/transversion conversion rate
ratio was found as k1=1.581 (purine) and k2=3.289 (pyrimidine).

Maximum likelihood, maximum parsimony, neighbour-joining and UPGMA analyses
were carried out by MEGAG, the Phlomis species were seperated from the outgroup and
were partially divided into three subsection. The results obtained from the phylogenetic
analysis were generally in agreement with the results of the morphological and
phylogenetic network analyses.

Key Words: Phlomis, Lamiaceae, cpDNA, trnT-trnL, hybridisation
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GIRIS

Phlomis L. cinsi Tiirkiye Florasi’nda 34 tur, 6 varyete ve 10 dogal melez ile temsil
edilmektedir [1]. Ulkemizde bu cins igerisindeki melez sayis1 Onceleri 10 iken
Dadandi’nin “Tirkiye’nin Phlomis L. (Lamiaceae) Cinsi Revizyonu” isimli doktora
tezinde yer alan 9 yeni melezle birlikte bu say1 19’a ¢ikmustir [2]. Phlomis cinsi
icerisinde yer alan tiirlerin endemizm orani %56.41 ve melezlerin endemizm orani ise
%100°dir [3]. Endemizm oranmnin ve tiir sayisinin yiiksek olmasi bize cins igerisindeki

tiirlesmenin heniiz tamamlanmadig1 ve halen devam ettigi kanisini olusturmaktadir [2].

Tirkiye'de, Phlomis tiirleri halk arasinda ballik otu, calba, salba ve calba olarak
isimlendirilmektedir [4]. Kudis adagayi, lamba fitili bitkisi ortak isimleri arasindadir.
Phlomis ismi Yunancada “alev” anlamma gelen bir kelimeden tiiremistir ve antik
zamanlarda yapraklarinin lamba fitili olarak kullannmindan bdyle adlandirilmig olabilir
[5]. Phlomis ve diger Lamiaceae Martinov familyasi tiirlerinin bal {iretiminde 6nemli
bir yeri vardir. Ayrica Phlomis bitkisinin yapraklar1 Orta Anadolu, Antalya, Mugla ve
Aydin’da gay olarak kullanilmaktadir [6]. Phlomis cinsi tiirlerinden halk hekimliginde

tonik, gaz giderici, istah agici ve uyarici olarak faydalanilmaktadir [7-8].

Phlomis cinsi Lamiaceae familyasindan otlar, ¢alilar ve yari-galilar iceren yaklasik 100
tiru kapsamaktadir [9]. Bu cins, Phlomis ve Phlomoides Moench olmak (zere iki ana
seksiyona ayrilmistir [10]. Phlomis seksiyonu, pembe—-mor cicekli ve otsu bitkilerden
olusan Oxyphlomis Benth. alt seksiyonu, sar1 ¢igekli ve otsu Gymnophlomis Benth. alt
seksiyonu ve odunsu Dendrophlomis Benth. alt seksiyonu olmak (zere 3 alt seksiyona

ayrilmaktadir [4].

Phlomis cinsinin Phlomis seksiyonunun gen merkezlerinden biri de ulkemizdir [11].
Phlomis tiirleri arasinda dogal melezlesme olduk¢a yaygindir. Phlomis cinsinin

Tirkiye’deki melez endemizmi %100 olmasi ve bu durum sonucunda tiir-tiiralti-melez



endemizm oraninin %65.3°i bulmasi Phlomis cinsinin Lamiaceae familyas: i¢inde en

fazla meleze sahip olmasi ile sonuglanmaktadir [3].

Dogal melezlesme, bitkilerde yaygin olarak olusur ve bitkilerin tiirlesmesinde biyik bir
role sahiptir [12-13]. Son yillarda, bitkiler ve onlarin olusturdugu topluluklarm,
ekolojik ve evrimsel siireclerinin dinamik merkezleri olduklarinin kavranmasiyla bitki
melezlesme zonlar1 ¢alisiimugtir [14]. Introgresif melezlesme, dnemli sayida genotip
iiretmesi ve dolayisiyla genetik cesitliligi artirarak, yeni suslar, ekotipler ve hatta belli
cevrelere uyum saglamis tiirlerin kurulmasina yol agabilecegi igin, 0zellikle bitki evrimi

calismalari igin ilgi ¢ekmistir [12;15-16].

Phlomis L. cinsi tiirleri arasindaki genetik iliskiyi ve dogal melezlesmeyi DNA
dizeyinde molekdler yontemlerce inceleyen hem ulusal hem de uluslararasi az sayida
calisgma vardir. Tirler arasi genetik iliskiyi arastiran Tirkiye disinda sadece iKi
uluslaras1 ¢alisma mevcuttur. Bunlardan biri Ispanya’da Albaladejo ve arkadaslari
tarafindan yapilan bes farkli Phlomis taksonunda ITS (Internal Transcribed Spacer)
markirlar1 ve ili¢ kodlayict olmayan plastit DNA bdlgesine dayali olan molekiiler
calisgmadir [17]. Digeri de Cin’de Pan ve arkadaslarmm 16 Phlomis turd, 1
Lamiophlomis Kudo turii ve 2 Paraphlomis Prain trti Gzerinde ITS ve kloroplast DNA
(trnL-F ve rpL16) bolgelerine yonelik yapmis oldugu ¢alismadir [18]. Birinci ¢alismada
ITS sonuglar1 ile plastit bolgesine dayali bulgularin ¢elistigi belirtilmis ve ayrica ITS
sonuglarmin P. crinita Cav. ve P. lychnitis L. tlrlerinin ayrilmasinda morfolojik 6l¢iim
sonuglariyla benzer oldugu belirtilmistir. Ikinci calismada Lamiophlomis’in Phlomoides
seksiyonunda yer aldigi, Phlomis cinsinin Phlomis ve Phlomoides seksiyonlarinin
monofiletik oldugu ve Paraphlomis’in bagimsiz ayri bir cins oldugu belirtilmistir.
Turkiye' de ise Phlomis tiirleri arasindaki genetik iliskiyi ve melezlesmeyi sorgulayan az
sayida c¢alisma mevcuttur. Yiizbasioglu ve Dadandi 2008 yilinda Phlomis’in
Dendrophlomis altseksiyonu (yeleri arasmmda RAPD markir teknigini kullanarak
yaptiklar1 ¢aligmada, taksonlarmn c¢ogunlukla morfolojik siniflandirmaya benzer bir

siralanma i¢inde olduklarini gozlemlemistir [19].

Yiizbasioglu ve arkadaslar1 P. X termessi P. H. Davis’te RAPD primerlerini kullanarak
melezi, atalar1 ile molekiiler yonden karsilastirmis ve melezin atalardan birine daha

yakin oldugu belirlenmistir. Yiizbasioglu ve arkadaslar1 bu ¢alismada P. x termessi P. H.



Davis’in atalarindan aktarilan tiirlere 6zgilin bantlar ile hem melezligini hem de atalari
ile olan genetik iliskisini arastirmislar ve melezin hem atalardan tiirlere 6zgiin bantlar
aldigin1 hem de atalardan birine daha yakin oldugunu belirlemislerdir. Ayrica bu
caligmada, melez bireylerde atalarda olmayan yeni bant olusumlarinin gozlendigi de

belirtilmistir [20-21].

Yiizbasioglu ve arkadaslarmm SDS page yontemi ile Phlomis’lerin tohumlarmda
depolanmis olan proteinlerin polimorfizminine dayali olarak Phlomis tiirleri arasindaki
genetik iliskiyi arastirmiglardir. Toplamda 21 polipeptit band1 belirlenmis olup, bunlarin
19’unun polimorfik oldugu belirlenmistir. Morfolojik karakterlere dayali olarak
Phlomis’lerin 3 alt seksiyona (Dendrophlomis, Gymnophlomis, Oxyphlomis) ayrilmis
olmas1 bu arastirmayla da desteklenmektedir. Arastirmada taksonlar arasindaki genetik
mesafeler Dendrophlomis seksiyonu igin 0.00 ile 0.50 araliginda; Gymnophlomis
seksiyonu i¢in 0.00 ile 0.625 araliginda ve Oxyphlomis seksiyonu icin 0.00 ile 0.769

araliginda belirlenmistir [22].

Evren, rastgele ¢ogaltilmis polimorfik DNA (RAPD) ve basit dizi tekrarlar1 arasi
bolgelerin ¢ogaltilmas: (ISSR) ydntemlerini kullanarak P. kurdica Rech. f. ve P.
oppositiflora Boissieu & Hausskn. tiirlerinde tiir i¢i genetik ¢esitliligi ve bu iki tiiriin
melezi olan P. x melitenensis Hub.—Mor.’in melezligini arastirmistir. Evren ayrica bu
caligmasinda, P. kurdica ve P. capitata Boissieu. tiirlerinin olusturdugu P. kurdica X
capitata melez Orneklerini de molekiiler yonden incelemistir. Her iki melezin
melezligini gosteren atalarindan melezlere aktarilan tirlere 6zgii bantlar belirlemistir.
RAPD yonteminde en fazla genetik ¢esitliligi P. kurdica turiinde (H=0.1572; 1=0.2646)
gozlemigken, ISSR yonteminde ise en fazla genetik cesitliligi P. capitata (H=0.1403;
1=0.2329) tiiriinde gozlemistir [23].

Sezer, P. physocalyx Hub.-Mor. ve P. oppositiflora tirlerinde tir i¢i genetik varyasyon
diizeyini ve bu iki tiir arasindaki melezlesmeyi RAPD ve ISSR ile incelemistir. Bu
arastirmada Nei’nin genetik ¢esitlilik indeksi RAPD i¢in 0.14-0.32 araliginda, ISSR i¢in
0.06-0.37 araliginda; Shannon indeksi RAPD ig¢in 0.17-0.49 araliginda, ISSR i¢in 0.06-
0.54 araliginda gozlenmistir [24].



Cekirdek genomuna gore genomunun kiigiik olmast (120 — 217 kb), genomdaki gen
dizilisinin korunmasi, genellikle tek ebeveynli kalitim gostermesi ve genomunun
konservatif bir sekilde (diisiik oranda) evrimlesmesi nedeniyle kloroplast DNA’s1, tiirler
aras1 dogal melezlesmenin incelenmesinde, filogenetik ¢alismalarinda ve populasyon
genetigi ¢alismalarinda ¢ok uygun olup bu tir c¢aligmalarda yaygin sekilde
kullanilmaktadir [25].

Kloroplast DNA’smin kalitimi Klonaldir. Cigekli bitkilerde kloroplast DNA’s1 genelde
anneden (maternal), en azindan baz1 agik tohumlu bitkilerde babadan (paternal) kalitilir
ve ¢ogunlukla genom bir ebeveynden aktarilir. Bazi ¢igekli bitkilerde kloroplast
genomu her iki ebeveynden (biparental) de kalitilir. Yine de, bu durumlarda,
kloroplastlar ve genomlar1 genelde kaynasmaz ve rekombine olmaz [26]. Ornegin
kloroplast DNA’siin kalitiminin Passiflora L.’de [27] anneden, babadan ve her
ikisinden de birden olabildigi; Silene vulgaris (Moench) Garcke’de [28] ise kloroplast

DNA’smin kalitiminin babadan oldugu belirtilmistir.

Kloroplast DNA’sinda trnL ve trnF genleri arasindaki bdlge, ¢ok sayida filogenetik
bilgi iceren ve kodlama yapmayan bir bolgedir [29]. TrnT-trnL bolgesi batuniyle, tg
trnA geni (trnT, trnL ve trnF), iki genlerarasi spacer (trnT-trnL ve trnL-trnF) ve trnL

geninde yerlesmis olan Grup I intronundan olusmaktadir [30].

Phlomis cinsi igerisindeki tiirler arasi iliskiyi ve melezlesmeyi DNA dizi analizi
diizeyinde arastiran ulusal her hangi bir ¢alisma mevcut degildir. Bu ¢alisma 12 farkli
Phlomis melezinin molekiiler yonden atalarina olan yakinlhigi, genomlarindaki
molekiiler diizenlemelerin arastirilmasi ve arastirmada kullanilan 15 Phlomis tari
arasindaki genetik iliskiyi kloroplast DNA dizi analizi ile belirlemek ve tirlerin
kloroplast DNA’sinin niikleotid dizilerine ait parmak izlerini ¢ikarmak amaciyla

yapilmistir.



1. BOLUM

GENEL BILGILER ve LITERATUR TARAMASI

1.1. Lamiaceae Familyasinin Morfolojik Ozellikleri

Otlar veya calilar seklinde olup, genellikle glandular ve aromatiktirler ve gdévdeleri 4
koseli veya degildir. Yapraklar: stipulasiz, basit, bazen pinnat, daima opposit, ovat,
eliptik ve rotundattir. Temel ¢icek durumu brakte veya floral yapraklarin koltugunda
taginan vertisillatlar seklindedir. Ayrica vertisillatlar spikamsi bas, rasemus veya kimoz
durumlar seklinde diizenlenmis olabilir. Cicekler hermafrodit veya erkek sterildir.
Brakteler yapraklara benzer veya belirgin sekilde farklilagsmistir. Brakteoller mevcut
veya eksiktir. Kaliks genellikle 5 loplu, st lop 3, alt lop 2 dislidir. Nadiren loplar veya
digler 1-1 veya 1-4 seklindedir ya da kaliks aktinomoftur. Damarlar 5-20 dir. Korolla
gamopetal, zigomorfik ve bilabiat, tipst, genellikle st dudak belirsiz 2 loplu, dik ya da
cok az konkav, alt dudak 3 loplu, nadiren Ust dudak indirgenmis ve alt dudak 5 loplu, ya
da Ustte 1 ve altta 4 loplu, ya da korolla aktinomorfiktir. Stamenler korollaya yapisik, 4
ve didinam ya da 2, iistteki cift genellikle alttaki ¢iftten daha kisa, anter tekalar1 2 ya da
1 gozli, paralel ya da divergent, nadiren (Salvia L.’de) konnektiflerin uzamasiyla
birbirinden ayrilmistir. Ovaryum iist durumlu, 2 karpelli ve 4 oviillii, 4 lopludur. Stilus
ginobazik, nadiren degil, tepede bifiddir. Meyve 4 (nadiren az) ve kurudur (nadiren etli)
[3;31].

1.2. Phlomis L. Cinsinin Morfolojik Ozellikleri

Phlomis cinsi tirleri ¢ok yillik otsu veya galilardir. Yapraklar1 boliinmemis, kenarlari
diiz, krenat ya da dentattir. Govde ve yapraklar1 yumusak, dik ve uzunca tiiyler (piloz)
veya az ¢ok karigmis kecemsi (tomentoz) tiiylerle kaplidir. Salgi tiyleri bulunabilir.
Tlyler basit, yildiz seklinde (stellat) veya agagsi (dendroit) olabilir. Vertisillatlar, az
veya ¢ok cicekli, birbirine yakin veya uzaktir. Brakteoller yoktur, varsa da az veya ¢ok
sayidadir, subulat-ovat sekilldir. Kaliks tiipsii (tubular) veya darca can seklindedir



(kampanulat), 5-10 damarhdir, 5 disli ve disler esit veya degildir. Korolla iki dudakhidir.
Mor, pembe veya sar1 renklidir (bazen iist dudak kahverengimsi), korolla tiipti kaliksi
asmaz ve halkali veya halkasiz olabilir. Ust dudak drepaniyum, emerginat; alt dudak
patent ve U¢ lopludur. Stamenler 4 tane, korollanin boyunu asar veya asmaz. Anterler
ciftler halinde, tekalar divergent ve stilus loplar1 esit degildir. Nutletler ii¢ koselidir,
tiyll veya tuysuz olabilir [1].

1.2.1. Phlomis L. Cinsinin Sistematikteki Yeri
Regnum : Plantae

Divisio : Spermatophyta

Subdivisio : Angiospermae

Classis : Magnalopsida

Subclass : Asteridae

Ordo : Lamiales

Familia : Lamiaceae

Genus : Phlomis L. [32]

1.2.2. Phlomis L. Cinsi ve Diinya Uzerindeki Yayilisi

Phlomis cinsi Lamiaceae familyasindan otlar, ¢alilar ve yari-galilar iceren yaklasik 100
tirii kapsamaktadir [9]. Bu cins, Phlomis ve Phlomoides olmak tizere iki ana seksiyona
ayrilmistir [10]. Her iki seksiyon da Akdeniz bolgesinden orta Asya ve Cin'e kadar
yayilir, Phlomoides seksiyonu tlrleri daha ¢ok orta Asya ve Cin’de yayilis gosterirken,
Phlomis seksiyonu tiirleri agirlikli olarak Akdeniz bdlgesinde yayilis gosterir. Turkiye
ve Iran, Phlomis seksiyonunun Akdeniz bdlgesindeki ¢esitlenmesinin ana merkezleri
olarak gosterilmektedir. Bilhassa, Tiirkiye'nin giiney ve dogu boliimleri ile Iran'in
kuzeybat1 boliimiiniin bu seksiyonun orjin merkezleri oldugu ileri stiriilmistiir. Ancak,
Iranla karsilastirildiginda Tiirkiye Phlomis seksiyonuna ait yaklasik iki kat fazla sayida
tir (34) ve bu seksiyona ait tirlerde de nerdeyse iki kat daha yiksek bir endemizm
oranina (%57) sahiptir. Iran icin bu sayilar sirasiyla 18 ve %33'tur [11].



Phlomis taksonlar1 arasindaki iligkileri aydinlatmak i¢in morfolojik, anatomik,
palinolojik ve sitolojik 6zellikleri kullanan ¢ok sayida ¢alisma mevcuttur [1-2;9;17-
24;33-35]. Bu galigmalara gore Phlomis cinsi, Phlomis ve Phlomoides seksiyonlarna
ayrilir. Turkiye’de Phlomoides seksiyonu sadece P. tuberosa L. ile temsil edilmektedir.
Phlomis seksiyonu ise Gymnophlomis, Dendrophlomis ve Oxyphlomis olmak Uzere 3
altseksiyona ayrilir. Phlomis seksiyonuna ait turlerin iki loptan olusan kivrik tist dudagi,
ortada biiyiik bir lop ve yukarida kii¢iik iki loptan olusan trifid bir alt dudag: vardir.
Phlomoides seksiyonuna ait tiirler ise diiz Ust dudak, esit loplu trifid alt dudaklidir [9].

Dendrophlomis altseksiyonunda brakteoller linear-subulattan lanseolat ve ovata kadar
sekillerde ve ¢ok sayidadir. Oxyphlomis seksiyonunda ¢ogu tir sert, kaliksle esit (bazen
daha uzun) linear-subulat, ¢ok sayida brakteollidir. Gymnophlomis alt seksiyonunda
brakteoller zayif, az ya da ¢ok sayida nadiren yok, linear-subulat, kiicik (2-10 mm)
tabanda bagimsizdir [9].

Tiirkiye florasinda Phlomis cinsi 33 tur, 6 varyete ve 13 dogal melez ile temsil
edilmektedir. Bu 34 tirin 4, 13 ve 15’i swrasiyla Oxyphlomis, Gymnophlomis ve
Dendrophlomis altseksiyonlarina yerlestirilmistir [36]. Dendrophlomis altseksiyonuna
ait 13 tiir arasinda P. amanica, P. bourgaei, P. chimerae, P. grandiflora var.
fimbrilligera, P. leucophracta, P. longifolia var. bailanica, P. lycia, P. monocephala ve
P. russeliana’y1 kapsayan 9 tiir Turkiye Florasi’na gore endemiktir [1]. P. amanica ve P.
grandiflora var. fimbrilligera sirasiyla nesli tehlike altinda ve zarar gorebilir olarak
kabul edilmis, digerleri diisiik risk altinda bulunmustur [37]. Diger taraftan, P.
chimerae ve P. amanica sirasiyla sadece Cirali (Antalya) ve Arsuz (Hatay) civarinda

yetisen yerel endemikler olarak bilinir [2].
1.2.3. Phlomis L. Cinsi Uzerine Yapilan Calismalar

Phlomis cinsinin tiirleri arasindaki genetik iliskiyi ve dogal melezlesmeyi molekdiler
yontemlerce inceleyen hem ulusal hem de uluslararasi az sayida ¢aligma vardir. Tirler
aras1 genetik iliskiyi arastiran, Tiirkiye disinda yapilan sadece iki uluslarasi ¢alisma
mevcuttur. Bunlardan biri Albaladejo ve arkadaslarmin 2005 yilinda ispanya'da bes
farkli Phlomis taksonunda ITS (Internal Transcribed Spacer) markirlar1 ve ti¢ kodlayici
olmayan plastit DNA bdlgesine dayali olan molekiiler ¢alismadir [17]. Digeri de daha
kapsamli olan, Pan ve arkadaslarinin 2009 yilinda Cin'de Phlomis'in 16 turd,



Lamiophlomis'in 1 turu ve Paraphlomis’in 2 tlrl Uzerinde ITS ve kloroplast DNA
(trnL-F ve rpL16) bolgelerine yonelik yapmis oldugu calismalardir [18]. Birinci
calismada ITS sonuglar1 ile plastit bolgesine dayali bulgularm celistigi belirtilmis,
ayrica ITS sonuglarinin P. crinita ve P. lychnitis’in ayrilmasinda morfolojik &lgiim
sonuglariyla benzer oldugu belirtilmistir. ikinci calismada Lamiophlomis’in Phlomoides
seksiyonunda yer aldigi, Phlomis cinsinin Phlomis ve Phlomoides seksiyonlarinin
monofiletik oldugu ve Paraphlomis’in bagimsiz ayri bir cins oldugu belirtilmistir.
Turkiye'de ise Phlomis tiirleri arasindaki genetik iliskiyi ve melezlesmeyi sorgulayan az
sayida c¢alisma mevcuttur. Yiizbasioglu ve Dadandi 2008 yilinda Phlomis’in
Dendrophlomis altseksiyonu {iyeleri arasinda RAPD markir teknigini kullanarak
yaptiklar1 ¢aligmada, taksonlarn ¢ogunlukla morfolojik siniflandirmaya benzer bir

siralanma i¢inde olduklar1 gozlemlenmistir [19].

Yiizbasioglu ve arkadaslart P. x termessi melezinde RAPD primerlerini kullanarak,
atalar1 ile molekiler yonden karsilastirmus ve melezin atalardan birine daha yakin
oldugu belirlemislerdir [20-21]. Yiizbasioglu ve arkadaslari bu ¢alismada P. x termessi
melezinin atalarindan aktarilan tiirlere 6zgiin bantlar ile hem melezligini hem de atalar1
ile olan genetik iliskisini arastirmiglar ve melezin hem atalardan tiirlere 6zgiin bantlar
aldigin1 hem de atalardan birine daha yakin oldugunu belirtmislerdir. Ayrica bu
caligmada, melez bireylerde atalarda olmayan yeni bant olusumlarinin gozlendigi de

belirtilmistir.

Yizbasioglu ve arkadaslar1 SDS page yontemi ile Phlomis’lerin tohumlarinda
depolanmis olan proteinlerin polimorfizminine dayali olarak Phlomis tiirleri arasindaki
genetik iliskiyi aragtirmiglardir. Toplamda 21 polipeptit bandi belirlenmis olup, bunlarin
19’unun polimorfik oldugu belirlenmistir. Morfolojik karakterlere dayali olarak
Phlomis’lerin 3 alt seksiyona (Dendrophlomis, Gymnophlomis, Oxyphlomis) ayrilmis
olmas1 bu arastirmayla da desteklenmektedir. Arastirmada taksonlar arasindaki genetik
mesafeler Dendrophlomis seksiyonu igin 0.00 ile 0.50 araliginda; Gymnophlomis
seksiyonu i¢in 0.00 ile 0.625 araliginda ve Oxyphlomis seksiyonu icin 0.00 ile 0.769

araliginda belirlenmistir [22].

Evren, rastgele ¢ogaltilmis polimorfik DNA (RAPD) ve basit dizi tekrarlar1 arasi
bolgelerin ¢ogaltilmasi: (ISSR) yontemlerini kullanarak P. kurdica ve P. oppositiflora

tirlerinde tiir i¢i genetik gesitliligi ve bu iki tiirin melezi olan P. x melitenensis’in



melezligini arastirmistir. Ayrica Evren bu ¢aligmada P. kurdica ve P. capitata tirlerinin
olusturdugu P. kurdica x capitata melez 6rneklerini de molekiiler yonden incelemistir.
Her iki melezin melezligini gosteren atalarindan melezlere aktarilan tiirlere 6zgii bantlar
belirlemiglerdir. RAPD yonteminde en fazla genetik ¢esitliligi P. kurdica tlrinde
(H=0.1572; 1=0.2646) gozlemisken, ISSR yonteminde ise en fazla genetik ¢esitliligi P.
capitata (H=0.1403; 1=0.2329) turiinde gbzlemistir [23].

Sezer, P. physocalyx ve P. oppositiflora turlerinde tir i¢i genetik varyasyon diizeyini ve
bu iki tiir arasindaki melezlesmeyi RAPD ve ISSR ile incelemistir. Bu arastirmada
Nei’nin genetik ¢esitlilik indeksi RAPD i¢in 0.14-0.32 araliginda, ISSR i¢in 0.06-0.37
raliginda; Shannon indeksi RAPD igin 0.17-0.49 araliginda, ISSR icin 0.06-0.54

araliginda gozlenmistir [24].
1.2.4. Phlomis L. Cinsinin Ekonomik ve Tibbi Onemi

Phlomis ve diger Lamiaceae familyasi tiirlerinin bal iiretiminde énemli bir yeri vardir
[38-39]. Ayrica Phlomis bitkisinin yapraklari Orta Anadolu, Antalya, Mugla ve
Aydin’da gay olarak kullanilmaktadir. Phlomis cinsi tiirlerinden halk hekimliginde tonik,
gaz giderici, istah agici ve uyarict olarak faydalanilmaktadir [6-8]. Familya Uyeleri
ucucu ve aromatik yag icermelerinden dolay1 farmakoloji ve parfiimeri sanayinde

onemlidir. Eterik yag elde edilir, baharat olarak kullanilir ve siis bitkisi olarak yetistirilir
[32].

1.3. Melezler ve Melezlesme

Melezlesme genel olarak, bir ya da daha fazla kalitsal karakter bazinda birbirinden
ayrilabilen iki populasyon ya da populasyon gruplarindan bireylerin birlesmesi olarak
tanimlanir. Bu baglamda, bdyle bir birlesmeyle olusmus birey bir meleztir. Baska bir
deyisle, melezler “bir ya da daha fazla kalitilabilir karakter bazinda birbirinden
ayrilabilen” populasyonlardan iki birey arasindaki doller olarak daha genis olarak
tanimlanabilir. Benzer olarak, introgresyon genetik olarak ayrilabilen populasyonlar
arasindaki gen transferi olarak tamimlanabilir [13]. Melezlesmenin olustugu bolge
“melez zonu” diye adlandirilir. Bu ¢arprazlamalarm, genellikle bitki ya da hayvan
1islahgilarinin yonlendirmeleriyle, kontrollii kosullar altinda olustugu durumlar yapay
melezlesme olarak adlandirilir. Bunun aksine dogal melezlesme, kendiliginden olusan

eslesmeleri kapsar [40].
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Cesitli faktorler bitki taksonlar1 arasinda tireme bariyerleri olarak hizmet ederler.
Fertilizasyondan once (prezigotik) ya da fertilizasyonu mitakiben (postzigotik) etkili
olusuna gore ikiye ayrilabilen bu bariyerler, dogal melezlesmeyi kisitlayip tiir

smirlarmm korunmasina yardim ederler [40].

Dogal melezlesme, bitkilerde yaygin olarak olusur ve tiirlesmede blyUk bir role sahiptir
[12-13]. Son yillarda, bitkiler ve onlarin olusturdugu topluluklarin, ekolojik ve evrimsel
stire¢lerinin dinamik merkezleri olduklarmm kavranmasiyla bitkilerin melezlesme
zonlar1 cahsilmistir [14]. Introgresif melezlesme, onemli sayida genotip iiretmesi ve
dolayisiyla genetik cesitliligi artirarak, yeni suslar, ekotipler ve hatta belli ¢evrelere
uyum saglamig tiirlerin kurulmasma yol acgabilecegi icin, Ozellikle bitki evrimi

caligmalari igin ilgi ¢ekmistir [12;15-16].

McDade Aphelandra L. cinsinin 12 tiirlinde ve bu tiirler arasinda kontrolli
melezlemelerle olusturdugu 17 melezinde 50 morfolojik karaktere dayali olarak
olusturdugu kladistik analizde melez bireylerin ebeveyinlerine gore kladistikteki
yerlesimlerini 4 kategoride toplamustir: (1) Melez ebeveyinleri arasinda yerlesmistir. Bu
yerlesme ebeveyinlerden biriyle kardes (sister) takson olacak sekilde (Sekil 1a, 1b) veya
yine ebeveyinlerden biriyle fakat kardes taksondan farkli bir sekilde yerlesmistir (Sekil
1c, 1d). (2) Melez en son tiirevlenen ataya tabandan baglanmistir (Sekil 1e). (3) Melez
en son tiirevlenen ataya kladistik olarak yakim bir sekilde yerlesmistir (Sekil 11, 1g). (4)
Melez diger melezler/taksonlarla bir arada gruplanmistir (Sekil 1h, 11, 1j) [41].

Genetik varyasyon calismalarimda kullanilan PCR’a dayali molekiiler makirlarda
atalardan elde edilmis DNA bantlarinin elektroforez goriintiileri incelendiginde atalara
ait tlre 6zgu olan bantlar melezlerde de gorilebilmektedir. Ancak atalardan birinde tire
0zgl olan bantlar melezlerde gozlemlenebilirken diger atada goriilmeyebilir. Ayrica
krossing-overdan kaynakli genetik rekombinasyonlardan kaynaklanan atalarda

gbzlemlenmeyen yeni (melezlere 6zgi) bantlar da g6zlenebilmektedir [20].

Yeni bir tiiriin dogusunda tiirler aras1 gen akiginin biiyiik rol oynadigi durumlar melez
tiirlesmesi olarak isimlendirilir [42]. Bitkilerde yeni tiirlerin 6nemli bir kismu tiirler aras1
melezlesme sonucu ortaya ¢ikmistir. Giiniimiizde ise melezlesmenin tiirlesmede 6nemli
bir rol oynadig1 ortaya ¢ikmustir. Bitki tiirlerinin %25'inden fazlasinin diger tiirlerle

melezlesme yaptig1 kabul edilmektedir [43].
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Sekil 1.1a-j.  Kladistik analizinde Aphelandra melezlerinin ebeveyinlerine gore
goreceli yerlesimleri. (CA) Aphelandra campanensis; (DA) A. darienensis.;
(GO) A. golfodulcensis; (GR) A. gracilis; (HA) A. hartwegiana; (LE) A.
leonardii; (LI) A. lingua-bovis; (PA) A. panamensis; (SC) A. scabra; (SI) A.
sinclairiana; (ST) A. storkii; (TE) A. terryae.

Melezler: GO X LE, GO X SC, GO X SI, LE X CA, LE X GO, LE X SI, PA X GO, PA

X LE, PA X SC, PA X SI, SC X GO, SC X PA, SC X SI, SC X ST, SI X GR, SI X SC,
SI X TE [41]

Rekombinasyonel tiirlesme dogal melezlesmenin evrimsel tek sonucu olmasa da [44],
melezlerin stabilizasyonu teorik ve pratik olarak yeni tirlerin olusumuna yol agabilir

[45]. Bu stabilizasyon, kromozomlarin yeniden diizenlenmesini ve reprodiiktif

izolasyon bariyerlerinin gelisimini kapsamalidir [46].
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Bitki populasyonlar1 arasindaki melezlesme ve inrogresyonun ters bir etkisi de olabilir.
Levin ve arkadaslarmin galismasi melezlesmenin nadir bitki tdrlerinin demografik
olarak batmas1 ve bol bulunan tiirdesi tarafindan genetik asimilasyonu ile yok olmasinda

etkili oldugunu gostermistir [47].

1.4. Molekiiler Sistematik

Uzun yillar boyunca arastirmacilar diinyadaki biyolojik c¢esitliligi anlamak ve
degerlendirmek i¢in biiyiik bir ¢aba gostermislerdir. 17. yiizyillda Linnaeus tarafindan
yapilan hiyerarsik tabanli sistem, bu biyolojik cesitliligi smiflandirmada ve
tanimlamada temel olusturmustur. Linnaeus’tan sonraki arastirmacilar ise filogenetik
akrabaliklarm 6nemini 6n plana ¢ikarmis ve boylece filogenetik sistematik diye
adlandirilan yontem sistematikte yer almaya baslamistir [48]. 1960’larda molekiiler
sistematigin temelini olusturan genetik materyalin yani DNA’nin kesfi ile bu alandaki
calismalar daha da hizlanmistir. Molekiiler sistematik alanindaki ilerlemeyle elde edilen
sonuclar, morfoloji temelli sistematik yaklasimini tamamen devre dis1 birakmasa da,
filogenetik caligmalarda molekiiler diizeyde bir yaklagimin daha gii¢clii sonuglar elde

edecegini ortaya koymustur [49].

1.5. Molekiiler Sistematikte Kullanilan Markirlar

Kalitimlar1 morfolojik, biyokimyasal, protein ve DNA dizeyinde izlenebilen
karakterlere “markir” denir [50]. Markirlar morfolojik markirlar, biyokimyasal

markirlar ve molekiiler markirlar olmak tizere {i¢ gruba ayrilir.

1.5.1. Morfolojik Markirlar

Morfolojik markirlar gegmiste ve giinlimiizde yaygin olarak kullanilirlar. Bu markirlarin
avantajl yanlar1 analizlerinin kolay olmasi, ucuz olmalar1 ve haritalamanin kolayca
yapilabiliyor olmasidir. Ancak, sayilarinin az olmasi, ¢evresel faktorlerden
etkilenmeleri gibi deazavantajlar1 da vardir. Ayrica, morfolojik markirlar genellikle
dominant Ozelliktedir ve bu nedenle morfolojik markirlarla dominant (AA veya Aa) ve
resesif (aa) fenotipler belirlenebilirken, heterozigot (Aa) fenotipler dominant

fenotiplerden ayirt edilemezler [50-51].
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1.5.2. Biyokimyasal Markirlar

Proteinlerin elektroforetik olarak ayrilmasina ve bu proteinleinlerin substratlar: ile
enzimatik boyanmasmi temel alan yontemdir [52]. Protein markirlar, DNA
teknolojisinin heniiz gelismedigi donemlerde Onemli ilerlemeler saglamistir. Bu
markirlar depo ve enzim proteinleri olmak {izere iki ana gruba ayrilirlar. Depo
proteinleri bir jelde hareket ettirilip belirli boyalarla boyandiklarinda farkli genotiplerde
ortaya c¢ikan farkli bantlar genetik markir olarak kullanilabilir. Bu markirlarin avantaji

analizlerinin ¢abuk, tekrarlanilabilir ve giivenilir olmasidir [50].

Enzim markirlart izoenzimler ve alloenzimler olmak iizere iki gruba ayrilir. Belli bir
enzimin Kkatalitik aktivitesi ayni, fakat elektriksel alanda gogili, doku dagilimi, inhibit6r
ve aktivatorlere yanitlar1 farkli olan formlarma o enzimin “izoenzimleri” denir.
Izoenzimler, amino asit dizinleri farkli oldugu halde ayni tepkimeyi katalize eden
enzimlerdir; farkli dokularda veya farkli hiicre i¢ci kompartimanlarda farkli rollere
sahiptirler. Eger bir reaksiyon hiicrenin hem sitzoliinde hem mitokondrisinde

gercgeklesiyorsa, genellikle farkli izoenzimler tarafindan katalize edilir [50].

Alloenzimler ise ayni lokustaki farkli alleler tarafindan kodlanan bir enzimin farkli

molekiiler formlaridir [53].

Izoenezimlerin metobolizmada iistlendikleri rollerin iyi bilinmesi, kullanilan
yontemlerin ucuz ve hizli olmasi, izoenzim markirlarimi avantajli hale getirmektedir.
Ancak az sayida lokus olmasi, bazi izoenzimlerin belirli dokulara spesifik olmasi veya
belli donemlerde ifade edilebiliyor olmasi ve translasyon sonrasi modifikasyonlara

ugramasi bu markirlarin temel dezavantajlaridir [54-55].
1.5.3. Molekuler Markirlar

Molekiiler markir teknikleri, bireyler arasindaki DNA dizilerinin farkhiliklarini ortaya
cikarmakta kullanilan uygulamalardir. Baska bir ifadeyle molekiiler markir, genom
icinde bir DNA parcasinin farkliliklarin1 temsil eder ve bu farkliliklar eklenmeler,
silinmeler, yer degistirmeler, duplikasyonlar gibi olaylardan meydana gelebilir. DNA
temelli molekiiler markirlar taksonomi, fizyoloji, embriyoloji, genetik mithendisligi vb.

alanlarda kullanilan ¢ok yonll araglardir [56]. Polimer zincir reaksiyonunun (PCR)
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bulunmasindan sonra DNA markirlar1 kullanilarak gen etiketleme, genetik haritalama,
harita temelli tarimsal agidan 6nemli genlerin belirlenmesi, genetik ¢esitlilik ¢caligmalari,
filogenetik analizler, markirlar yardimiyla seleksiyon (MAS) ¢aligmalar1 kolaylagmigtir

[57]. ideal bir molekiiler markir tekniginin;

a. Polimorfik olmasi ve genom boyunca dagilmasi

b. Genetik farkliliklarin ortaya ¢ikarilmasinda yeterli olmasi
c. Cok sayida, bagimsiz ve giivenilir markirlar tiretmesi

d. Basit, hizli ve ucuz olmasi

e. Az miktar DNA veya doku ihtiyac1 gerektirmesi

f.  Farkli fenotiplerle baglanti olusturmasi

gibi Ozelliklere sahip olmasi avantajdir ama hi¢bir markir teknigi bu avantajlarin
timiine birden sahip degildir. Molekiiler markir teknikleri kullanim amacina paralel

olarak farkli kriterlere gore gruplandirilabilir;

I. Gegis tiiriine gore (biparental ¢ekirdek kalitimi, maternal organel kalitimi, paternal
organel kalitimr)

I. Gen aksiyonuna gore (dominant ve kodominant markirlar)
I1l. Analiz metotlarina gére (melezlesme temelli ve PCR temelli markirlar) [58-59]

1.5.3.1. RFLP (Restriction Fragment Lenght Polymorphism) - Restriksiyon Parca

Uzunluk Polimorfizmi

DNA markirlart igerisinde ilk kesfedilendir [60]. DNA zincirinde kesim enzimleri
tarafindan olusturulan DNA par¢alarinin uzunluk farki ile karakterize edilir. Bu metod
kesim enzimlerinin kesim yerlerindeki mutasyonlarin  belirlenmesi  esasina
dayanmaktadir. Kesim bdlgesi ortadan kaldiran tek baz degisiklikleri en yaygin olarak
gozlenen mutasyondur. Bu ydntemde populasyonlar arasinda veya igindeki kesim
bolgesinde meydana gelebilecek mutasyonlar ya da DNA eslesmesi sonunda ortaya
¢ikan hatalar RFLP analizi ile tamimlanabilir [61].
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RFLP tekniginin DNA amplifikasyonuna dayali molekiiler tekniklere gére pahali olmasi,
radyoaktif madde kullanilmasi, zaman alic1 ve fazla miktarda DNA gerektirmesi ve
uygulanmasmin zor olmasi gibi dezavantajlar1 vardir. Bunun yani sira RFLP analizi ile
degisik laboratuarlarda ayni sonuglara ulagilabilir, RFLP kodominant katilir ve

heterozigot bireylerin taninmasini saglar [62].

1.5.3.2. AFLP (Amplified Fragment Lenght Polymorphism) — Cogaltilmis Parca

Uzunluk Polimofizmi

Bu teknik PCR ile RFLP tekniginin birlestirilmesi sonucunda ortaya konmustur. Kesim
enzimleri ile kesilmis DNA pargalarinin segici amplifikasyonuna dayanmaktadir.
Primerler hem diziye 6zgu hem de rastgele olabilir [63]. AFLP, RAPD tekniginin

dezavantajlarmi gidermek tizere gelistirilmistir [64].

AFLP tekniginin avantajlari; polimorfizm oranimnin yiiksek olmasi, RFLP’ye gore hizli
olmasi, minimum primer testi ile ¢ok sayida markir liretmesi, parmak izi analizleri igin
uygun olmasi, QTL analizleri i¢in uygun olmasi, sayillart RAPD ve RFLP’den fazla

olmas1 ve genomik DNA’nin bilinmesine gerek olmamasidir [65].

Teknigin dezavantajlar1 ise; saf ve yliksek molekiiler agirlikta DNA’ya gereksininm
duyulmasi, pahali bir teknik olmasi, genellikle dominant markirlar vermesi ve farklh

genetik haritalar arasinda transferinin gii¢c olmasidir [65].

1.5.3.3. RAPD (Randomly Amplified Polymorphic DNA (s)) — Rastgele Cogaltilmis
Polimorfik DNA

RAPD teknigi; niikleotid dizisi rastgele belirlenen kisa zincirli oligoniikleotidlerin
kullanildigi, PCR ile genomik DNA’da ilgili bolgelerin ¢ogaltildigi bir yontemdir. Bu
teknikte 6-10 nukleotid uzunlugunda baglatict DNA’lar kullanilarak genom iizerinde
rastgele bolgelerin DNA amplifikasyonu yapilir. Baglatict DNA’ larin hazirlanmasinda
belirli bir DNA sirasina ait bilgi gerekmemektedir.

RAPD teknigi; hizli sonug¢ vermesi, maliyetinin diisilk olmasi, az isgiicii gerektirmesi,

az miktarda DNA’ya gereksinim duyulmasi bakimmdan popiiler hale gelmistir. Ayrica
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polimorfizm orani da ¢ok yiiksektir. Teknigin dezavantajlari ise tekrarlanabilirliginin

diisiik olmas1 ve dominant kalitim gdstermesidir [66].
1.5.3.4. SSR (Single Sequence Repeats) — Mikrosatallitler (Basit Dizi Tekrarlar)

Yuksek organizmalarda heniiz gorevleri tam olarak bilinmeyen ancak dizenleyici
rollere sahip olduklar1 disiiniilen, rastgele ardisik tekrarlanan, 2-6 nikleotid
gruplarindan olusan bolgeler bulunmaktadir. Bu tekrarlar (AT), (GT), (ATT), (CTT)
veya (GATA) gibi niikleotidlerin n sayida tekrarlarindan olusurlar. STR (Short Tandem
Repeats, Kisa Ardistk Tekrarlar) diye de adlandirilan mikrosatallitler, 11-60 bp
uzunlugundaki tekrarlardan olusan minisatallitlerden (VNTR: Variable Number
Tandem Repeats) farklidirlar. Minisatelitler genellikle kromozomlarin u¢ kisimlarinda
telomere yakin yerde bulunurken, mikrosatelitler yiikksek organzmalara ait

kromozomlarda daha bol ve gelisigiizel dagilim gosterirler [67].

Mikrosatallit DNA markirlari, popiilasyon diizeyindeki, arastirmalarda son derece
kullaniglidir. Mikrosatallitlerde polimorfizm orani1 ve sonuclarin tekrarlanabilrligi ¢cok
yuksektir. Ayrica kodominant markir olmasi nedeniyle heterozigot ve homozigotu ayirt
edebilir. Ancak bir mikrosatelit lokusun ¢ogaltilabilmesi i¢in bu dizinin etrafindaki

dizilerin bilinmesi gerekmektedir [68].
1.5.3.5. ISSR ( Inter Simple Sequence Repeats) — Basit Dizi Tekrarlari Arasi

ISSR teknigi, mikrosatelitlerin arasindaki dizilerin PCR amplifikasyonuna dayali bir
yontemdir. Bu yontemde tek bir primer kullanilir ve primer uzunlugu 16-20 niikleotit
olup, duruma goére primerlerin uglarmdan biri 2—4 baz uzatilarak se¢icilik saglanir.

Olusturulan bu segicilik sayesinde ¢ok sayida lokus ayni anda taranabilir [69].

On dizi bilgisine gerek duyulmamasi, bir¢ok lokusta es zamanli olarak amplifikasyon
yapilabilmesi nedeniyle genetik varyasyonlar1 tespit etmede ISSR teknigi avantajli bir
teknik halini almistir [70].
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1.5.3.6. SCAR (Sequence Characterized Amplified Regions) — DNA Dizisi
Belirlenerek Cogaltilmis Polimorfik Bolgeler

SCAR yontemi RAPD lokuslarina 6zgii primerler ile DNA amplifikasyonuna dayanir
ve genetik agidan tek bir lokus olarak tanimlanan genomik DNA fragmentlerin
karakterize eder. SCAR markirlar1 kodominanttir. SCAR isleminin yapilabilmesi i¢in
amplifikasyon trtinleri klonlanir ve DNA dizileri belirlenir. Dizi bilgisi dikkate alinarak
RAPD lokuslarina 6zgii ve daha uzun primerler tasarlanir. SCAR primerinde bulunan
24 niikleotidin ilk on bazi orijinal RAPD primerlerinden, geri kalan bdlgesi ise i¢
dizilerden olusmustur. SCAR markirlar1 kesim enzimleri ile kesilerek kodominant
markirlara doniistiiriilebilmektedir. SCAR markirlarinin tekrarlanilabilirligi, RAPD ve

ISSR markirlarma gére ¢cok daha yiiksektir [71].
1.5.3.7. ITS ( Internal Transcribed Spacer) - i¢sel Transkribe Edilen Bélge

ITS bolgesi rDNA lokusunun elementlerini ayristran 18S-5.85-26S bdlgeleri
arasindadir. rDNA lokusu 5’ den 3’ ne dogru okundugunda 5> ETS, 18s rRNA, ITS1,
5.8S rRNA, ITS2, 26S rRNA ve son olarak da 3° ETS kisimlarindan olugsmaktadir. Bu
bdlgenin uzunlugu kapali tohumlu bitkilerde 500-700 bg¢ arasinda degisiklik gosterirken
acik tohumlu bitkilerde bu bolgenin uzunlugu 1500 ile 3500 baz ciftine kadar ¢ikabilir.
rDNA boélgesindeki ITS bolgeleri kodlama yapan bolgelere gore daha hizli evrimlesir.
ITS bolgesi melezlesmenin incelenmesi amaciyla filogenetik ¢aligmalarda yaygin olarak
kullanilmaktadir. ITS bdlgesinin avantajlar: 1) farkli organizmalar i¢cin mevcut olan
evrensel primerlerle PCR amplfikasyonu kolaydir, 2) ¢ok kopyalt yapis1 vardir, 3) dizi
analizine imkén veren orta diizeyde biiyiikliigii vardir, 4) bu bolge gosterdigi varyasyon

nedeniyle tiir veya cins diizeyinde evrimsel ¢alismalar i¢in uygundur [72-73].
1.5.3.8. Kloroplast DNA (cpDNA)

Cekirdek genomuna gore genomunun kiigiik olmas: (120 — 217 kb), genomdaki gen
dizilisinin korunmasi, genellikle tek ebeveynli kalitim gostermesi ve genomunun
konservatif bir sekilde (diisiik oranda) evrimlesmesi nedeniyle kloroplast DNA’s1, tiirler

aras1 dogal melezlesmenin incelenmesinde, filogenetik ¢alismalarinda ve populasyon
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genetigi calismalarinda cok uygun olup, bu tir c¢aligmalarda yaygin sekilde
kullanilmaktadir [25].

Kloroplast DNA’sinin kalitimi klonaldir. Cigekli bitkilerde anneden, en azindan bazi
acik tohumlu bitkilerde babadan kalitilir ve ¢gogunlukla genom bir ebeveynden aktarilir.
Bazi ¢igekli bitkilerde kloroplast DNA genomu her iki ebeveynden de kalitilir. Yine de,
bu durumlarda, kloroplastlar ve genomlar1 hi¢cbir zaman kaynasmaz ve rekombine
olmaz, bunun yerine somatik olarak ayrilirlar [26]. Ornegin kloroplast DNA’sinin
kalitiminin Passiflora’da [27] anneden, babadan ve her ikisinden de birden olabildigi ve
Silene vulgaris’te [28] ise kloroplast DNAsinin kalitiminin babadan oldugu belirtilmistir

Kloroplast genomu tipik olarak, 120 ila 170 kilobaz (kb) ¢ifti arasinda degisen
boyutlardadir ve kara bitkilerinde boyut, yapi, gen igerigi ve genlerin dogrusal
diizenlenmesi bakimindan nispeten daha yiliksek derecede konservatiftir. Birkag istisna
disinda, kloroplast genomu her biri yaklagik 25 kb olan ve gen komplementi agisindan
birbirinin ayna goruntisu olan iki ters tekrar igerir. Ters tekrarlar birbirinden bir buytk
ve bir de kicuk tek-kopya bolgeleriyle (sirasiyla LSC ve SSC) ayrilmiglardir. Daha
onceki ¢aligmalar, ters tekrar bolgelerinin nokta mutasyonlarini tek kopya bolgelerinden
daha yavas biriktirdigini 6ne siirmiistiir [74-76]. Perry ve Wolf, niikleotid yer degistirme
oraninin tek kopya bolgelerde ters dizilere gore 2,3 kat daha fazla oldugunu
gostermislerdir [77]. Ters tekrarlarin nisbeten daha yavas oranda evrimlesmesi ve ilk
uyarlanmis  kloroplast boélgelerinin (6rn., rbcL, atpB, trnL-trnL-trnF) LSC'de
konumlanmis olmasi nedeniyle c¢ogu bitki arastirmacisi, tek kopya bolgelerine

odaklanmis molekiiler araglari kullanmaktadirlar [78].

Kloroplast genomu ii¢ fonksiyonel kategoriye ayrilabilir; (1) protein kodlayan genler, (2)
intronlar ve (3) genlerarasi spacerlar; son ikisi protein kodlamaz ve kodlama yapmayan
bolge olarak adlandirilir. Nicotiana L. kloroplast haritasina gore, (Sekil 1.2.) [79]. LSC
ve SSC'nin yaklasik %43'i kodlama yapmiyor. Tek kopya kloroplast DNA'smnin
yaklasik %10,6’smn1 15 intron olustururken, 92 genin arasindaki spacer ise %32,3’n(
olugturmaktadir [78].
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Sekil 1.2. Kodlama yapmayan kloroplast DNA bolgeleri [79]

Kloroplast DNA’smin trnL ve trnF genleri arasindaki bolge, ¢cok sayida filogenetik bilgi
iceren Ozellige sahip olan ve kodlama yapmayan bir bolgedir [29]. TrnT-trnL bolgesi
buttintyle, Gg trnA geni (trnT, trnL ve trnF), iki genlerarasi spacer (trnT-trnL ve trnL-
trnF) ve trnL geninde yerlesmis olan Grup I intronundan olusur (Sekil 1.3) [30]. Bu
bolge, ortalama yaklasik 752 baz ¢ifti ve birkag biiyiik indel ile bu daha biiyiik bolge
(LSC) igerisindeki en degisken bdlgedir [78]. Birgok delesyon ve insersiyon
mutasyonlart icerir. trnT-trnL bolgesi, angiosperm filogenetiginin ¢oziimlenmesi igin

bir dizi ¢alismada kullanilmistir [80-81].

Kloroplast genomunda filogenetik analizler i¢in yaygin olarak tercih edilen diger bir
bodlge de rpL16 intronudur [78]. Kodlama yapmayan cpDNA bdlgeleri dizileri arasinda
ayrilma seviyeleri cesitlilik gosterse de [82] rpL16 intronu ve trnT-trnL genlerarasi

spacer1 cpDNA bolgeleri arasinda en hizli evrimlesen bolgelerdir [83].
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Sekil 1.3. Kloroplast DNA’smim trnT-trnF bolgesi ve primer alanlari (a'dan f'ye) [29]

1.6. DNA Dizileme

DNA dizi analizi, gen yapis1 ve genetik kontrol mekanizmalar1 hakkinda bir¢ok bilgi
edinmemizi saglamistir. Herhangi bir organizmadan c¢ok miktarda saf DNA elde
edilmesini saglayan rekombinant DNA tekniklerinin gelismesine paralel olarak DNA

dizi analizi yontemleri de gelisme gostermistir [84].

DNA dizi analizleri ya da sekanslama, DNA’nin birincil yapisinin tayininde ve
niikleotid baz diziliminin belirlenmesinde kullanilan yontemdir. Analiz bir niikleik asit
dizisinin digerine melezlesmesine dayanir. Bu melezlesme sirasinda radyoaktif ya da
radyoaktif olmayan maddelerle isaretleme yapilir. Siklikla gen mutasyonlar1 (delesyon,
insersiyon vb) tespiti ya da rekombinant DNA olusum yapilarinin tayininde kullanilir.
Ayrica gen regulasyonunda yer alan genetik kontrol bdlgeleri, konsensus dizileri,
epistatik genler ve etkileri belirlenebilmektedir. Preimplantasyon tanisi, kalitsal hastalik

tayininde oldukca kullanilir [84].
DNA dizi analizinde birbirinden farkli iki yontem kullanilmaktadir. Bu iki yontem;
e Maxam ve Gilbert’in kimyasal kirilma yontemi [85]

e Sanger-Coulson’un zincir sonlanma yontemi [86]
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1.6.1. Otomatik DNA Dizi Analizi

Insan Genom Projesi gibi biiyiik projeler ¢cok sayida DNA dizi analizi yapilmasini
gerektirmektedir. Artan analiz sayisi, uzun zaman ve yiiksek is giicii gerektirir. Bu
gelismeler sonucunda otomasyon kac¢milmaz olmustur. Otomatik DNA dizi analizleri
zaman kazanci yaninda, standart c¢alisma kosullari ve elde edilen sonuclarin

degerlendirilmesinde de yarar saglamistir.

Otomatik DNA dizi analizinde de Sanger’in enzimatik DNA sentezine dayanan zincir
sonlanma yontemi kullamilmistir. Tek farki radyoaktif izotop yerine floresan boyalarin
kullanilmasidir. Bu sistemde dort farkli renkteki piklerin olusturdugu bir model ortaya
¢ikar. Guanin bazi siyah renkle, timin bazi kirmizi renkle, adenin bazi yesil renkle ve

Sitozin bazi mavi renkle gosterilir.

Otomatik DNA dizi analiz cihazlar1 basit olarak, sabit bilgisayarlada yiiklii programlar
ile bu programlarin yonettigi elektroforez sistemini icerir. Elektroforetik iinitelerde
bulunan lazer 1s1ik kaynagi ile monokromatik bir 1g1k olusturulur. S6z konusu DNA’nin
bulundugu jel matriksleri bu monokromatik 11k ile taranir. Elektroforez siiresince
DNA’ya baglanan floresan boya, 151k ile taranan bolgeye geldiginde uyarilir. Uyarilan
boya kendi igin karakteristik olan dalga boyunda 15181 geri yansitir. Yansiyan bu 1s1k
demeti bir dedektor tarafindan kaydedilir. Kaydedilen veriler bilgisayar programlari ile
degerlendirilerek sonuglar grafiksel ya da matematiksel olarak bilgisayar ekranina
aktarilir. DNA dizi analizi cihazlarinda 6 bazdan 1000 baza kadar giivenli okuma

yapilabilmektedir [87].

1.6.2. Coklu Dizi Hizalama ve MUSCLE (Multiple Sequence Comparison by Log-
Expectation) - Logaritmik Olasihk Ortalamas1 ile Coklu Dizi

Karsilastirmasi

Coklu dizi hizalama, biyoinformatikte temel bir aragtir. Coklu dizi hizalama, dizi
olusturma, molekiiler modelleme, veritabani aramalari, filogenetik aga¢ olusturulmasi
gibi konularda baslica aractir. Ikili dizi hizalamada dinamik programlama teknigiyle
polinom zamanda optimum sonu¢ bulunabilmesine ragmen, var olan ¢oklu dizi
hizalama teknikleri optimum hizalamay1 ancak dizi sayisiyla issel iligkili bir siirede
bulabilir. Bu da pratikte gerekli olan biiylik boyutlu verilerde problemin ¢ozimun,

ginimiz hesaplama guclyle imkéansiz kilar. Ayrica bazi bulussal (heuristic)
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yontemlerle ortaya ¢ikan sonuclarin yerel optimuma takilma ihtimalleri ¢ok yliksektir.
Buna ek olarak, bulunan hizalamalar uzmanlarin bakis acilarina gore de farkli degerler
alabilmektedir. Bu yuzden yerel optimaya takilmadan farkli iyi hizalamalar verebilecek

yontemler gittikce onem kazanmaktadir [88].

MUSCLE (Multiple Sequnce Comparision by log-expectation), protein ve nikleotid
dizileri i¢in ¢oklu dizi hizalama yazilimidir. Metod, Robert C. Edgar tarafindan 2004’te

iki makale halinde yaymlanmistir.

Nucleic Acids Research’de yayinlanan ilk makalede dizi hizalama algoritmasi tanitilmis
[89], BMC Bioinformatics de yayinlanan ikinci makalede daha fazla teknik ayrinti

sunulmustur [90].

MUSCLE algoritmas1 3 sathada ilerler: ‘taslak ilerleyen’, ‘gelistirilmis ilerleyen’ ve
‘iyilestirme’. ‘Taslak ilerleyen’ sathasinda, algoritma, bir taslak ¢oklu hizalanma tiretir,
hiz dogruluktan onemlidir. “Gelistirilmis ilerleyen” sathasinda, taslak hizalamanin
olusturulmasinda kullanilan ikili agacin yeniden degerlendirilmesi i¢in Kimura uzakligi
kullanilir ve daha dogru bir ¢coklu hizalama tiretilir. Son sathada, ikinci asamada tiretilen

gelistirilmis hizalama iyilestirilir. Coklu hizalamalar her safhanin sonunda hazirdir [89].

MUSCLE tipik olarak (ama her zaman degil), tercih edilen segenege bagli olarak daha
iyl dizi hizalamalar1 sundugu i¢cin genellikle Clustal'n yerine kullanilir. Ek olarak,

MUSCLE 6zellikle biiyiik hizalamalarda, Clustal'dan 6nemli 6lgtide hizlidir [89-90].
MUSCLE, bir eklenti olarak bazi programlarda mevcuttur.
1.7. Filogenetik Analiz

Filogenetik, evrimsel iliskileri arastirir. Filogenetik analizler ise bu iliskiler hakkinda
cikarim yapilmasi ya da tahmin ytriitiilmesi anlamima gelir. Filogenetik analizlerden
cikarimsal evrimsel tarih genellikle dallanma, molekiiller (gen agaclar1), organizmalar
ya da her ikisinin de arasindaki kalitilmis iligkilerin tahmini soyagacini temsil eden

agacimsi1 diyagramlar olarak betimlenir. Filogenetik bazen “kladistik” olarak adlandirilir
[91].

Kladistigin ardindaki temel prensip bir grup ya da klad liyelerinin ortak bir evrimsel

tarthi paylastiklar1 ve birbirlerine diger gruplardaki iiyelere nazaran daha yakin
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olduklaridir. Belirli bir grup, uzak atalarda olmayan benzersiz Ozellikleri
paylagsmalariyla tanmir. Bu paylasilan, tiiremis karakteristikler gozlenebilen ve
tanimlanabilen her sey olabilir, bir omurga gelistiren iki organizmadan bir genin belli
bir gen c¢iftinde bir mutasyona sahip olan iki diziye kadar. Kladistik analizler genellikle
coklu ozellikler karsilastirilarak ya da bazi 6zellikleri bir seferde, ¢coklu baz ciftleri veya
bir sekanstaki amino asitler gibi, karsilastirilarak yapilir [91].

Kladistikte ii¢ temel varsayim s6z konusudur:
e Herhangi bir organizma grubu birbiriyle ortak bir atadan gelen soy ile iliskilidir
(evrim teorisinin temel prensibi).

e Filogenetik farklilasmanin iki kola ayrilarak gergeklestigi varsayilir. Bu

varsayim tartigmalidir.

e Ogzelliklerdeki farklilasma zamanla soylarda olusur. Bu kladistigin islemesi i¢in

gerekli bir durumdur.

Makromolekuller, 6zellikle diziler, filogenetik ya da kladistik analizler icin en populer

veri bi¢imi olarak morfolojik ve diger organizmal karakterleri baskilamigtir [91].
DNA dizi analizine dayali filogenetik veri analizi 4 adimdan olusur:

1. Hizalama (alignment)

2. Substitisyon modelini belirleme

3. Agag olusturma

4. Agaci gelistirme

1.7.1. Filogenetik Agac¢

Filogenetik incelemelerde tiirler arasindaki evrimsel iliskiyi gostermede en uygun
yaklasim elde edilen verilerin ¢esitli akis semalar1 ve istatistiksel analizlerle filogenetik

agaca doniistiiriilmesidir [92].

Bir filogenetik agacin bilesenleri bogumlar (node) ve dallardir (branch). “Terminal
nod”lar tiirleri ya da biiyiik taksonomik gruplari temsil eder. Terminal nodlar (tips)
guncel taksonlara karsilik gelir ve agagta uglarda yer alir. Terminal nodlar birbirlerine

“internal nod”larda birlesen dallarla baglanir. Internal nodlar (igsel bogumlar), bu dallar1
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olusturan ortak atalar1 (hipotetik, varsayimsal) temsil eder ve diger bir ifadeyle kardes
taksonlara (sister) sebep olan soylarm boliinme (tiirlesme) olaylarinin ifade edilisini
yansitir. Filogenetik agagtaki dallar ise nodelarin ¢iftlerini birlestirir ve atalar ve
atalardan tiiremisler (atalarin soyundan gelenler) arasindaki iligkileri yansitir. Bir ugta
sonlanan dallar cevresel dallar digerleri ise igsel dallara karsilik gelir. Baz1 durumlarda
evrimsel zamanin miktarmin bir Slgiisii olarak dallarin uzunluklarinin yorumlanmasi
istenebilir. Eger bir internal node sadece ii¢ dali birlestirmisse bu node iki kola
ayrilmighigr (bifurcation; iki kola catallanmay1) yansitir. Eger bir internal node iigten
fazla dalla birlesmisse bu node ¢ok kola ayrilmiglhigi (multifurcate) yansitir. Dallanma
modeli agacin “topoloji”si olarak bilinir, evrimsel iliskiyi gosterir. Diger tlirlerle
paylasilmayan en son ortak ataya ait iki tiir “kardes takson”lardir. Tiir 6rneklerine en
uzak iliskili 6rnek ya da ornekler “dis grup” olarak adlandirilir. D1 grup, evrim agacini
“kok”lendirmek igin gereklidir ve tiim grubun paylastigi en son ortak atayi belirler
(Sekil 1.4) [93-94].

i¢sel node lar —
(Internal nodes) Kardes taksonlar
(Sister taxa)
Dallar

Kok Uc¢ node lar

(Terminal nodes)

~
/’

O O

E

- / Das grup

Gecmis Gii niimiiz’

Sekil 1.4. Bir filogenetik agacin anatomisi [93]
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1.7.1.1. Filogenetik Aga¢c Olusturmada Kullanilan Yontemler

Filogenetik aga¢ olusturmada kullanilan yontemler, ‘“karakter temelli yontemler” ve
“mesafe temelli yontemler” olmak {izere iki gruba ayrilabilir. Mesafe temelli yontemler
baz1 6l¢timlere gore ikili uzakliklar1 hesaplar ve aga¢ olusturmak i¢in verinin aslini degil
sadece belirlenmis uzakliklar1 kullanir. Karakter temelli yontemler, asil veri
orneklerinin her karakter i¢in yayilmasini optimize ederek agag olustururlar. Bu nedenle

ikili uzakliklar, agac topolojisi ile belirlendiklerinden 6nceden belirlenmis degildirler
[92].

Filogenetik agac olusturmada kullanilan yontemler
e Karakter Temelli yontemler
Maximum Likelihood
Maximum Parsimony
e Mesafe Temelli Yontemler
Neighbour-Joining
UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean)
1.8. Filogenetik Network (Ag)
Bilinen evrim modeli bir agac¢ farzedilir, bu model hipotezlerin test edilmesi ve
tartisilmasini biliyiik 6lciide kolaylastirir. Ancak, bdyle modeller de daha karmasik
evrimsel senaryolar1 tanimlamada yetersiz kalabiliyor, hatta evrim siireci agaca benzer
bir modelde oldugunda bile. Oysa verinin incelenmesi ve 0&zelliklerinin
degerlendirilmesi i¢in gorsellestirme ©6nemli bir ilk adim olabilir. Bu konularin

tanimlanmas1 birgok degisik tipte filogenetik aglarin (networks) gelistirilmesine yol

agmustir.

Filogenetik agag¢ terimi ¢ogunlukla, bir dizi taksonun evrimsel tarihini temsil eden
yaprak etiketli, muhtemelen dal uzunluklu, kokli ya da koksiiz bir aga¢ olarak

tanimlanir.

Filogenetik ag kavrami, daha az tanimlanmistir ve bu terimin farkli kullanimlar
mevcuttur.  Filogetik ag, taksonlarin nodlarla, evrimsel iligkilerinin kenarlarla

gosterildigi modeldir (filogenetik agaglarda, kenarlar dallara tekamiil eder). Bu genel
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baslik altinda, networkiin bircok farkli tiplere ayrimi yapilabilir. Bunun bir tipi
filogenetik agaclardir. Ikinci bir tip “boliinmiis ag”dir (split network) ve filogenetik
agaclarin kombinatoryal (katisimsal) genellemesi halinde elde edilir ve veri setlerinin
icinde ve aralarinda var olan uyumsuzluklari sunmak icin tasarlanmustir. Uciincii tiir
“retikiilat ag” melezlesme, horizontal gen transferi ya da rekombinasyon gibi retikilat
olaylarm varhiginda evrimsel tarihleri sunar. Networkin birka¢ ek tipi daha vardir [95].
Ornegin, gen dublikasyonu ya da kayip filogenileri ya da parazit ve konak¢inin birlikte
evrimini sunmak icin [96-97]. Filogentik ag olusturmak icin diger yaklasimlar;
“istatiksel parsimoni”[98], “ag yapma” metodu [99], ve bir agaca “kisa kenarlar”

eklemekten olusan bir metodu [100] icerir.

Retikiilat network, evrimsel tarihin “acik” bir sunumunu saglar, genellikle ek kenarlar
olan bir filogenetik aga¢ olarak tasvir edilir. Boyle bir agdaki internal nodlar atasal
tirleri ve nodlar melezlesme ya da rekombinasyon gibi ikiden fazla ebeveynin karistigi
retikiilat olaylar1 temsil eder. Sekil 1.5 incelendiginde {B,C} kladi, A ve B taksonlarina
oncliliik eden soy ¢izgileri arasindaki bir retikiilasyon olayindan meydana gelirken, H
veya I taksonu ise G ve {J,K}veya {F,G}ve J ye Onciiliikk eden soy ¢izgileri arasindaki

bir retikiilasyon olayindan meydana gelmistir [101].

Kok

Sekil 1.5. {B,C}, {H}ve {I} olmak {izere ii¢ retikiilat olay1 (iki agacin birlestirilmesiyle
olusturulmus) gosteren bir retikiilat network gosterimi [100]
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Split network, bir veri setindeki uyumsuz ve belirsiz sinyallar1 temsil etmede kullanilir.
Baoyle bir networkte, bu veri setinden hesaplanmig boliinmeleri (split) temsil etmek i¢in
tekli dallar yerine paralel kenarlar (kutular) kullanilir. Uyumsuz bélinmeleri
yerlestirebilmek i¢in ¢ogu zaman split networkiin atasal tiirleri temsil etmeyen nodlar1
icermesi gerekmektedir. Bu nedenle, split network evrimsel tarihin sadece “gizli”

temsilini saglar.

Evrimin bu ag¢ik ve gizli temsili arasindaki ayrim 6nemlidir ve ge¢gmiste her zaman net

bir sekilde yapilmamistir [102].



2. BOLUM

MATERYAL VE METOD

2.1. Materyal
2.1.1. Bitki Materyali

Bu calismada kullanilan bitki materyalleri Erciyes Universitesi Biyoloji Bolumii
herbaryumunda korunan, Dog¢. Dr. Mehmet Yasar DADANDI tarafindan cesitli
lokalitelerden toplanip kurutulmus bitki Orneklerinden elde edilmistir (Tablo 2.1).

Aragtirmada kullanilan Phlomis taksonlar1 ve bir dig grup 6rnegi sunlardir;

Phlomis x alanyensis Hub.-Mor. (P. leucophrachta P. H. Davis & Hub.-Mor. x
lunariifolia Sm.), P. x bornmuelleri Rech. f. (P. armeniaca Wild. x nissolii L.), P. x
cilicica Hub.-Mor. (P. lunariifolia Sm. x monocephala P. H. Davis), P. x kalanensis
Hub.-Mor. (P. linearis Boissieu & Balansa x oppositiflora Boissieu & Hausskn.), P. x
ketenoglui Dadandi & H. Duman (P. capitata Boissieu x nissolii L.), P. x melitenensis
Hub.-Mor. (P. kurdica Rech. f. x oppositiflora Boissieu & Hausskn.), P. x mobullensis
Hub.-Mor. (P. bourgaei Boissieu x grandiflora H. S. Thomps), P. x ozhatayii Dadandi
& H. Duman. (P. kurdica Rech. f. x capitata Boissieu), P. physocalyx Hub.-Mor. x
oppositiflora Boissieu & Hausskn., P. pungens var hispida Hub.-Mor., P. x termessi P.
H. Davis (P. lycia D. Don x bourgaei Boisseu), P. x turcica Dadandi & H. Duman (P.
armeniaca Wild. x linearis Boissieu & Balansa), P. x vuralii Dadandi (P. bourgaei
Boissieu x chimera Boissieu), Marrubium parviflorum Fisch. & CA Mey.
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Ornek Ornek Ad1 Lokalite
Numarasi
(MYD)
1 1201 P. linearis x oppositiflora Tunceli; Hozat-Pertek ~13. Km, Rakim 1390 m
2| 1226 | P lunariifoliax fcel; Aydmeik-Giilnar 13. Km, Rakim 300 m
monocephala
3 1257 P. armeniaca x nissolii Burdur; Gélhisar-Cavdar 15. Km, Rakim 1050 m
4 1262 P. lycia x bourgaei Mugla; Akkaya-Mugla 5. Km, Rakim 740 m
5 1272 P. bourgaei Mugla; Mugla-Kale 31. Km, Rakim 970 m
6 1274 P. borgaei x grandiflora Mugla; Mugla-Kale 31. Km, Rakim 970 m
7 1278 P. grandiflora Mugla; Mugla-Kale 52. Km, Rakim 950 — 1000 m
8 1280 P. lycia Mugla; Mugla-Kale 52. Km, Rakim 950 — 1000 m
9 1334 P. capitata Sivas; Gurin-Sivas 24. Km, Rakim 1850 m
10 1335 P. linearis Sivas; Gurin-Sivas 24. Km, Rakim 1850 m
11 1363 P. linearis Kayseri; Develi-Kayseri ~ 8-9 Km, Rakim 1720 m
12 1367 P. armeniaca x linearis Kayseri; Develi-Kayseri ~ 8-9 Km, Rakim 1720 m
13 1371 P. armeniaca Kayseri; Develi-Kayseri ~ 8-9 Km, Rakim 1720 m
. R Kayseri; Yahyali-Maden Yolu ~ 8 km
14 1382 P. capitata x nissolii Rakim 1550 - 1600 m
. . Mugla; Marmaris, Karacakdy-Ovacik Mahallesi
15| 1504 | P lyciaxbourgaei N 36.55.989 E 28.14.115, Rakim 234 m
. Mugla; Marmaris, Bozburun — Ser¢elimani
16| 1508 ) P lycia N 36.34.903 E 28.03.052, Rakim 71 m
. Antalya; Kemer-Agva Deresi
17| 1522 | P.chimera N 36.34.364 E 30.33.029, Rakim 32 m
. . Antalya; Kemer-Agva Deresi
18| 1524 | P. bourgaix chimera N 36.34.364 E 30.33.029, Rakim 32 m
o Antalya; Alanya Kalesi civart N 36.32.132
19 1526 P. lunariifolia E 31.59.653, Rakim 145 m
Antalya; Alanya Kalesi civart N 36.32.132
20 1527 P. leucophracta E 31.59.653, Rakim 145 m
21 1529 P. leucophracta x Antalya; Alanya Kalesi civar1 N 36.32.132
lunariifolia E 31.59.653, Rakim 145 m
29 1530 P. lunariifolia x Antalya; Alanya Kalesi civar1 N 36.32.132
monocephala E 31.59.653, Rakim 145 m
Icel; Aydincik-Giilnar 13. Km
23 1538 P. monocephala Rakim 537 m
o4 1541 P. lunariifolia x Icel; Aydincik-Giilnar 13. Km
monocephala Rakim 537 m
. Kahramanmaras; Narli-Gigeler
25| 1564 | P.kurdica N 37.19.695 E 37.08.889, Rakim 650 m
. . Malatya; Venk Kaéy
26| 1600 | P. kurdicax capitata N 38.20.167 E 38.22.659, Rakim 1230 m
. Malatya; Venk Koyu
27| 1602 | P.kurdica N 38.20.167 E 38.22.659, Rakim 1230 m
28 1676 P. bourgai x chimera Antalya; Kemer-Agva Cay1 ~5 Km Rakim 60 m
29 1677 P. chimera Antalya; Kemer-Agva Cayi ~5 Km Rakim 60 m
30 1689 P. capitata Kayseri; Yahyali-Maden Yolu Rakim 1428 m
31 1694 P. capitata x nissolii Kayseri; Yahyali-Maden Yolu Rakim 1428 m
3 1739 P. nissolii Kahramanmarag; Otoyol Cikisi-Narli 4. Km
Rakim 600 m
: Gaziantep; Sof Dag1
33| 1750 | P.capitata N 37.08.043 E 37.08.430, Rakim 1450 m
34 1926 P. nissolii Kayseri; Yahyali Maden Yolu

N 38.01.513 E 35.30.833, Rakim 1198 m
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Kayseri; Yahyali Maden Yolu

35| 1927 | P.pungens var hispida N 38.01.513 E 35.30.833, Rakim 1198 m
R Kayseri; Zamnat1 Kopriisii-Kayseri 11. Km
36 1932 P. nissolii Rakim 1517 m
37 1958 P. physocalyx x Sivas; Glrin-Pmarbasi 24. Km
oppositiflora Rakim 1644 m
. Sivas; GUrun-Pinarbasi 24. Km
38 1961 P. oppositiflora Rakim 1644 m
Sivas; GUrun-Pinarbasi 24. Km
39 1962 P. physocalyx Rakim 1644 m
. Malatya; Venk Koy
40| 1984 | P.capitata N 38.20.163 E 38.22.093, Rakim 1206 m
. . Malatya; Venk Koy
41| 1985 | P.kurdicaxoppositifiora | \/58 50" 65 F 38 22 093, Rakim 1206 m
. Malatya; Venk Koy
42| 1988 | P. kurdica N 38.20.163 E 38.22.093, Rakim 1206 m
. Malatya; Venk Kaéy
43| 1989 | P. kurdica N 38.20.163 E 38.22.093, Rakim 1206 m
44 1935 Marrubium Parviflorum Kayseri; Biinyan, Kopriibasi-Elbasi arast
Rakim 1440 m

2.1.2. Kullanilan Kimyasal Maddeler ve Cozeltiler

2.1.2.1. DNA izolasyonunda Kullanilan Kimyasal Maddeler ve Cézeltiler

DNA izolasyonunda kullanilan kimyasal maddeler ve ¢ozeltiler asagidaki Tablo 2.2°de

verilmistir.

Tablo 2.2. DNA izolasyonunda kullanilan kimyasal maddeler ve ¢ozeltiler

Kullanilan Kimyasallar Miktar ve Icerik
%2
CTAB 100 mM Tris
20 mM EDTA

1.4 M NaCl ve pH : 8

CTAB Tamponu

CTAB; %2’ lik 650 pl,
Askorbik asit; %20’ lik, 30 pl
Sodyum Bisulfit; %20” lik, 60 pl
R-merkaptoetanol; %2100’ ltk, 6 pl
ProteinazK 1mg/ml, 60 pl
PVP; %20’ lik, 30 pl

Askorbik Asit %20

2 g/10 ml
Sodyum bistilfit %20

2 g/ 10 ml
ProteinazK ¢ozeltisi 1 mg/ml
3-merkaptoetanol Saf
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Kloroform — izoamil alkol 24:1

Rnaz A ¢ozeltisi 10 mg/ml
Izopropanol 2:3

% 70’ lik alkol DNA’nin yikanmasinda
% 95’ lik alkol DNA ’nin yikanmasinda

Tris-EDTA Tamponu

1x 10 mM Tris
1 mM EDTA (pH: 8)

2.1.2.2. PCR Reaksiyonlarinda Kullamlan Kimyasal Maddeler ve Cozeltiler

Polimeraz Zincir Reaksiyonlarinda kullanilan kimyasal maddeler ve ¢ozeltiler Tablo

2.3’te verilmistir.

Tablo 2.3. Polimeraz Zincir Reaksiyonlarinda kullanilan kimyasal maddeler ve

cozeltiler
Kullanilan Kimyasallar Miktar ve Icerik
Tag DNA polimeraz 2.5 u/ml, 0.42 pl
Buffer 3.5ul
Dntp 1000 puM, 2,1 ul
MgCl, 25 mM, 2,1 ul
Primer 1 1 uM, 0,4 ul
Primer 2 1 uM, 0,4 ul
dH,0 19.38 ul
Mineral Yag Bir damla

2.1.2.3. Agaroz Jel Elektroforezinde Kullanilan Kimyasal Maddeler ve Cozeltiler

Agaroz jel elektroforezinde kullanilan kimyasal maddeler ve ¢ozeltiler Tablo 2.4°te

verilmistir.
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Kullanilan Kimyasallar Miktar ve Icerik
Agaroz Jel %1
1 g Agaroz
100 ml TBE
TBE (Tris, Borat, EDTA) 1X pH: 8
21.8 g Tris
1.17 g EDTA
21-21.5 g Borik Asit
DNA ladder 500 ng/ul
Etidyum Bromur ¢ozeltisi 5 mg/ml
Yiikleme Boyasi 6X

2.1.3. Primerler

Bu ¢alismada kullanilan primerler, baz dizileri, % G+C igerikleri, Tm sicakliklar1 Tablo

2.5’te verilmistir.

Tablo 2.5. trnT-trnL bolgesini amplifiye etmede kullanilan primerler (a ve b)

Primer Ad1 Baz Dizisi (5°-37) % G+C | Tm Sicakhg:
icerikleri O
A (trnT ugu F) CATTACAAATGCGATGCTCT 40 60.3
B (5 trnLuaaR) | TCTACCGATTTCGCCATATC 45 61.4

2.2. Metot

Bu calismada, 15 Phlomis tiirii ve 12 farkli Phlomis melezi ve bir dis grup olarak

Marrubium parviflorum dahil toplam 46 6rnek, morfolojik karakterlerin dlcimi ve

cpDNA markir yontemiyle morfolojik ve molekiiler yonden incelenmistir.
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2.2.1. Morfolojik incelemeler

Mehmet Yasar DADANDI’'nin Tirkiyenin farkli lokalitelerinden toplamis oldugu 15
Phlomis tirt ve 12 Phlomis melezi, bitki boyu, vertisillat sayisi, ¢icek, vertisillatlar
aras1 uzunluk, taban, gévde ve ¢igek yapraklarinda bulunan braktelerin boylari, enleri,
sap uzunluklari, kaliks, kaliks disleri gibi 23 karakter esas kabul edilerek incelemeler
yapilmistir. Herhangi bir nedenle bir veya daha fazla yapis1 eksik olan 6rnegin o 6zelligi
degerlendirmeye alimmamistir. Calismadaki oOrneklerin ve morfolojik karakterlerin
sayica ¢oklugu goz Oniine almarak tablolarm tek sayfada gozlenebilmesi i¢in morfolojik
karakterler harflerle Tablo 2.6°daki gibi kodlanmustir. Orneklerin morfolojik veri

sonuglar1 Ek 1°de verilmistir.

Tablo 2.6. Morfolojik karakterler ve kodlamalar1

Kod Karakter

Bitki boyu (cm)

Vertisillat sayisi

Vertisillatlar arast uzunluk

Taban yapragi boyu minimum (cm)

Taban yapragi boyu maksimum (cm)

Taban yapragi eni minimum (cm)

Taban yapragi eni maksimum (cm)

Taban yapragi petiyol uzunlugu maksimum (cm)

Govde yapragi boyu minimum (cm)

Govde yapragi boyu maksimum (cm)

Govde yapragi eni minimum (cm)

Govde yapragi eni maksimum (cm)

Govde yapragi petiyol uzunlugu maksimum (cm)

Cicek yapragi boyu minimum (cm)

Cicek yapragi boyu maksimum (cm)

Cicek yapragi eni minimum (cm)

Cicek yapragi eni maksimum (cm)

Cicek yapragi petiyol uzunlugu maksimum (cm)

Kaliks uzunlugu (cm)

Kaliks eni (cm)

Kaliks dislerinin uzunlugu minimum (cm)

Brakteol uzunlugu (cm)

NI<IX|S|<|c|d|w| ool 0o|Z|Zr X« —-IT00 w >

Korolla uzunlugu (cm)
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Elde edilen morfolojik veriler NTSYS ve Splittree4 programlarinda degerlendirilerek
Manhattan mesafe degerleri (Manhat) Gizerine neighbour-network ve neighbour-joining
agaclar1 olusturulmustur. Elde edilen morfolojik bulgular, molekiiler bulgularla

karsilagtirilarak yorumlanmaistir.
2.2.2. Molekiiler incelemeler

Erciyes Universitesi Biyoloji Boliimii herbaryumundan temin edilen bitki 6rneklerinin
yapraklarindan DNA izolasyonu yapilmis, trnT-trnL bolgesi PCR ile c¢ogaltilmais,
amplifiye edilmis Orneklerin hizmet alimi ile DNA dizileri elde edilmis, bu diziler
FinchTv programinda goriintiilenmis, CodonCode Alligner [103], MEGA6 [104],
DnaSp v 5.10.01 [105] ve Splitstree4 [101], programlarinda istatistiksel olarak analiz

edilerek yorumlanmustir.
2.2.2.1. DNA izolasyonu

Herbaryumdan temin edilien, her bir tire ve meleze ait bitki yapraklar1 porselen
havanda s1v1 azot ile ezilerek toz haline getirilmistir. Ezilen bitki 6rneklerinin yapraklari
etiketlenmis tiipler icerisinde -20°C’de muhafaza edilmistir. DNA izolasyonu toz hale
getirilmis bu materyallerden Yiizbasioglu ve Dadandi’da belirtildigi sekilde yapilmistir
[35].

Genomik DNA izolasyonu protokoli:

1.5 pl'lik eppendorf tiiplerde Tablo 2.2°de belirtilen CTAB tampon hazirlanmus, {izerine
40 pg ezilmis bitki 6rnegi eklenmistir. Karigimin homojen olarak dagilmasi i¢in tiipler
sallanmis ve oOnceden 60°C'de hazirlanmis su banyosuna konulmustur. Tipler 15
dakikada bir ters diiz edilerek 45 dk su banyosunda tutulmustur. Uzerlerine 24/1
Kloroform izoamil alkol karisimin 2/3'i oraninda eklenmis ve tiipler 50 defa ters diiz
edilmistir. Kirilmis buz tizerinde 10-30 dk bekletilen tupler ardindan 14000 devirde
+4°C'de 6 dk santrifij edilmistir. Santrifiijden alinan tiiplerdeki siipernatant kismi
alinmig, lizerlerine tekrar kloroform eklendikten sonra tekrardan buz tzerinde 10-30 dk
bekletilmistir. Tiipler tekrar santrifiij edilmis, siipernatant kism1 almmistir. Uzerlerine 5-
6 ul RNAaz eklenmis ve tiipler enzimin tiip icerisinde dagilmasi i¢in bir kac kez
nazikce sallandiktan sonra 37.5°C su banyosunda 1 saat bekletilmistir. Sicak su

banyosundan alinan tiiplerin {izerine 2/3 oraninda izoprapanol eklenmis, tiipler 4-5 defa
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sallanip +4°C’de gece boyu bekletilmistir. Bekleme siiresinin ardindan tlpler 14000
devirde 2 dk +4°C’de tutulmustur. Tiplerin diplerinde kiimelenmis DNA yiginlarina
dikkat edilerek supernatant dokiilmiis, tiiplerin tizerine %70’lik alkol konulup tiipler ters
cevirilerek iyice temizlenerek yikanmustir. Tiiplerin {izerine yine ayni sekilde %70'lik
alkol eklenmis ve yarim saat bekletilmistir. Yarim saat sonunda bu islem %95'lik alkolle
tekrarlanmistir. Son yikamasi tamamlanan tiipler oda sicakliginda tenha bir ortamda bir
gece kurumaya birakilmistir. Kuruyan DNA'larin iizerine 160ul (tiiplerin dibinde
birikkmis DNA miktarina gére bu miktar artirilmis ya da azaltilmistir) 1X TrisEDTA

soliisyonu eklenmis ve ¢oziinmeye birakilmistir.

Coziinme islemi tamamlandiginda izole edilen DNA’larmn %0.8’lik agaroz jelde
yogunluk ve biitiinliigli gozlemlenmis, 6rnekler bir sonraki islem i¢in +4°C’de muhafaza

edilmistir.
2.2.2.2. Primer Secimi

Bu calisma kapsaminda, kloroplast DNA bdlgesine yonelik ikisi farkli markalara ait
ayni bolge olmak tizere (trnT-trnL) 6 cift cpDNA primeri (trnT-trnL, trnL-trnL, trnL-
trnF, trnH-psbA, atpB-rbcL) ve cekirdek DNA’sina yonelik 2 ¢ift ITS ( ITS1 —-ITS2,
ITS3-1TS4) primeriyle polimeraz zincir reaksiyonlar1 kurulmustur. Basar1 yakalanan
Sigma firmasina ait trnT-trnL (a ve b) primer ¢ifti ile ¢alismanin sonraki asamalarina

gecilmistir.
2.2.2.3. Kloroplast DNA’simin trnT-trnL Bolgesinin PCR ile Cogaltilmasi

Polimeraz Zincir Reaksiyonlarmimn iyi bir sekilde gerceklesmesi ve iyi bir PCR Griini
elde etmek igin gerekli bilesenlerin konsantrasyonlari ve PCR basamaklarmin sicaklik
degerleri optimize edilmistir. Reaksiyonlar 0.2 ml'lik ependorf tiiplerinde son hacim 35
ul olacak sekilde hazirlanmistir. Her PCR reaksiyonu i¢in 1 adet negatif kontrol
(genomik DNA i¢ermeyen kontrol reaksiyon tiipii) kullanilarak amplifikasyon kontroll
saglanmistir. Denatiirasyon, baglanma ve uzama basamaklar1 35 dongii halinde

uygulanmistir.

Polimeraz Zincir Reaksiyonunun meydana geldigi sicaklik degerleri Tablo 2.7’de

verilmistir.



Tablo 2.7. PCR reaksiyonlarinin gergeklestigi sicaklik ve siire degerleri
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Islem Sicakhik (°C) Sure (dKk)
On denatiirasyon 80 5
Denatiirasyon 94 1
Baglanma 53-58 1
Uzama 72 3
Son uzama 72 10
Bekleme 4 -

2.2.2.4. PCR Urinlerinin Yirutilmesi ve Goriinttilenmesi

PCR isleminden sonra amplifikasyonun gergeklesip gerceklesmedigini belirlemek i¢in
PCR drlnleri DNA %1'lik agaroz jelde, 80V’da 45 dakika yiiriitiilmistir. Jeller UV
altinda incelendikten sonra goruntileme sisteminde fotograflanmistir. DNA markirina
gOre 700 bg civarinda tek bant veren drneklerin amplifikasyonu tamamlanmis olup bir
sonraki agamaya kadar -20°C’de muhafaza edilmistir. Amplifikasyonu gerceklesmeyen

iirtinler icin PCR islemi gerceklesinceye kadar tekrar edilmistir.
2.2.2.5. Kloroplast DNA’sinn trnT-trnL Boélgesinin Dizi Analizi

Amplifikasyonu saglanan ve uygun kosullarda muhafaza edilen 6rnekler hizmet alimi
yoluyla DNA dizi analizi i¢in uygun bir bicimde RefGen (ODTU-Teknopark, Ankara)
Gen Arastirmalar1 ve Biyoteknoloji Laboratuvari’na gonderilmistir. Her bir 6rnek i¢in
¢ift yonli dizi analizi, otomatik DNA dizi analizi sisteminde (ABI PRISM 310 Genetic
Analyzer) hizmet alimi1 seklinde yapilmistir. Bu hizmet; PCR iirlinlerinin saflastirilmasi,
dizileme reaksiyonlari, dizileme iriinlerinin saflastirilmast ve poliakrilamid jel
elektroforezi yardimiyla dizileme {irlinlerinin kromatogramlar haline getirilmesini

kapsamaktadir.
2.2.3. Istatistiksel Analiz
2.2.3.1. Dizilerin islenmesi

Refgen firmasindan AB1 Prism formatinda alinan sekans verileri, internetten (cretsiz
olarak indirilebilen FinchTV programi ile goriintilenmis ve piklerin biyikligi,

kromotogramin temizligi ve dizlerin baz kalitesi incelenmistir.
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Sekil 2.1. Dizi analizi sonuglarinin FinchTV programi ile goriintiilenmesi
(cpDNA 1600F.abi goruntiisu)

Bu islemin ardindan Orneklerin isimleri uygun sekilde diizenlenerek CodonCode
Alligner Programimna yiiklenmistir. DNA analizi, PCR reaksiyonlar1 ya da dizileme
reaksiyonlarinda atasi/atalar1 kaybedilen 6rnekler analizin saglig1 agisindan ¢ikarilmigtir.
Kromatogramlar, sekans baslangici ve bitisinde diisiik kaliteli diziler igerirler.
Programin, dizilerin kalite degerine gore sonlardaki bazlari kestigi “end clipping”
ozelligi kullananilarak otomatik olarak kesilmistir. Bu kesim isleminde Phred20 ve

maksimize edilecek bolgelerin hata oran1 0,1 alt1 tercih edilmistir.

Kesim isleminden once, programin da onerdigi gibi “heterozigot indel” aramasi
yapilmis ve program 1568 R dizisinde 643-905 bazlar1 arasinin heterozigot indel olma
ihtimali oldugunu belirlemistir (Skor: 25 (p: 18 baz; q=12) (b:18 baz; q=14)). Program
bu bolgeleri kesmeden birakiyor. Kesim isleminde 3’ den 65 ve 5’den 23 baz kesilmis
ve kesim dncesinde 777 baz olan ortalama uzunluk kesim sonrasinda ortalama 688 baza

diismiistiir.

Kesim igslemin ardindan, 6rneklerin ileri ve geri dizilerinin birlestirilip ortak dizilerinin
olusturulmas1 i¢in program vasitasiyla birlestirilmistir. Ortak karar (consensus)
dizilerinin olusturulmasindan sonra kontigler tek tek kontrol edilmis, yon agisindan
(ileri (forward) ve geri (reverse)) sorunlu olan érnekler “reverse complement” 6zelligi
ile dogru yonlere cevirilmistir. Her bir 6rnegin ileri ve geri dizileri arasindaki uyum ve

uyumsuzluklar kromatogramlar iizerinde incelenmis, cihazin yanlis okumus oldugu bazi



38

bazlar, kromatogramdaki piklerin biyiikligiine ve temizligine bakilarak el ile
diizeltilmistir. Pikleri zayif ve ¢ok karmasik olan veriler degerlendirmeden c¢ikarilarak

degerlendirmeye alinmamustir.
2.2.3.2. BLAST Analizi

CodonCode programinda otomatik olarak sonlar1 kesilen el ile diizeltilmemis veriler,
cevrimici BLAST programinda hizalamak igin uygun formata donistiiriilmistiir. .fasta
formatindaki bu veriler her bir 6rnek i¢in ileri ve geri diziler tek tek girilerek birlestirilip
ortak dizi olusturulmustur. Her bir 6rnek tek tek uygun formatta kaydedilmistir. Her bir
ornegin ileri ve geri dizilerinin birlestirilmesi i¢in programimn verdigi degerler g0z

oniinde bulundurularak yeterli kalitede baz dizisine sahip olmayan érnekler ¢ikarilmstir.
2.2.3.3. Dizilerin Hizalanmasi

CodonCode Programinda elde edilen diziler uygun formata doniistiirilerek MEGA
programina aktarilmistir. Burada Orneklerin isimleri filogenetik analize uygun hale
getirilmistir. Ornekler bu program icerisindeki hizalama programlarindan MUSCLE ile
varsayilan (Gap open: -400; gap extend O; clustering methods: UPGMB, Min Diag
Lenght (lambda): 24) ayarlar ile hizalanmistir. Hizalanan veriler bir sonraki asama igin

uygun formata donistiiriilerek kaydedilmistir.

Elde edilen karsilastirilmis kontigler bir sonraki basamakta kullanilmistir.
2.2.3.4. Filogenetik Analiz

2.2.3.4.1. Model Analizleri

Hizalanip uygun formatta kaydedilen verilerin MEGA6 programinda model analizleri
yapilmistir. Bu analizler, tahmini yer degistirme matriksi (Estimate Substition Matrix
(ML)), MCL yer degistirme matriksi hesaplamasi (compute MCL substition Matrix),
MCL  transisyon/transversiyon  sapmasinin  hesaplanmasi  (compute = MCL
transition/transversion Bias) ve nikleotid kompozisyonlarinin (compute nucleotide

composition) hesaplanmasini kapsamaktadir.
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Sibstitusyon Ornekleri ve oranlar1 Kimura 2-parametre modeline gére tahmin edilmistir
[106]. Program kolaylik i¢in, r degerlerinin toplami 100’e esitlenmistir ve niikleotit
frekanslar1t A=%25, T/U=%25, C=%25 ve G=%25'dir. ML degerleri tahmin edilirken
program, bir agac topolojisinin otomatik olarak hesaplamistir. Bu hesaplamada
maximum log likelihood wverisinin -1461.011 oldugunu belirtilmistir. Analiz 46
niikleotit sekansini1 kapsiyor. Kayip veri ya da bosluk igeren biitlin pozisyonlar elemine

edilmigltir. Son veri setinde toplam 617 pozisyon bulunmaktadir.

Tahmin analizlerinde kullanilan metod Kimura-2 parametre modeli olmustur ve
bosluklar/kayip veri tamamen silinerek neighbour-joining agact olusturulmustur.

Istatiksel metod olarak maximum likelihood kullanilmustir.

Hesaplamalarda istatistiksel metod maximum composite likelihood ve Tamura—Nei

model se¢ilmistir. Bosluklar ve kayip veri tamamen silinmistir.
2.2.3.4.2 Ikili Uzaklik Analizi

Hizalanip uygun formatta kaydedilen verilerde MEGAG6 programi kullanilarak ikili
uzaklik analizi yapilmistir. Bu analizde Kimura-2 parametre modeli kullanilmus,

transisyon ve transversiyonlar dahil edilmis ve bosluklar/kayip veri tamamen silinmistir.
2.2.3.4.3 Maximum Likelihood Analizi

Veriler MEGAG6 programma aktarilmis ve maximum likelihood analizi ile filogenetik
agac olusturulmustur. Bu analizde, Kimura-2 parametre modeli kullanilmis ve filogeni
bootstrap metodu (1000 replicate) ile test edilmistir.

Bosluklar/kayip veriler tamamen silinmistir.
2.2.3.4.4 Maximum Parsimoni Analizi

Veriler MEGAG6 programina aktarilmig ve maximum parsimony analizi ile filogenetik

agac olusturulmus ve filogeni bootstrap metodu (1000 replicate) ile test edilmistir.

Bosluklar/kayip veriler tamamen silinmistir.
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2.2.3.45 UPGMA Analizi (Unweighted Pair Method Using Arithmetic Average)-
Aritmetik Ortalamay1 Kullanan Agirhiksiz Eslestirilmis Grup Metodu

Veriler MEGA6 programina aktarilmis ve UPGMA analizi ile filogenetik agag
olusturulmustur. Bu analizde Kimura-2 parametre modeli kullanilmis, transisyon ve
transversiyonlar dahil edilmis ve filogeni bootstrap metodu (1000 replicate) test

edilmistir.
Bosluklar/kayip veriler tamamen silinmistir.

2.2.3.4.6. Neihbour-Joining Analizi

Veriler MEGAG6 programina aktarilmis ve neighbour joining analizi ile filogenetik agag
olusturulmustur. Bu analizde, Kimura-2 parametre modeli kullanilmis, transisyon ve

transversiyonlar dahil edilmis, filogeni bootstrap metodu (1000 replicate) test edilmistir.

Bosluklar/kayip veriler tamamen silinmistir.

2.2.3.5 Network Analizi

Hizalanmis veriler Splitstree4 programina aktarilarak neighbour-net ve median-joining

analizleri yapilmistir.

Neighbour-net analizinde uzaklik modeli K2P se¢ilmistir. Analiz sonuglar1 iki sekil
halinde verilmistir. Birinci sekilde grafik biitiiniiyle yer alirken, verilen ikinci sekilde
grubu daha yakindan incelemek ic¢in sekil yakinlastirilmistir. Yakinlastirilmis grafik

aktarilirken dis grubun yer aldig1 dal kesilmis ve iizeri etiketlenmistir.



3. BOLUM

BULGULAR

3.1. Morfolojik Bulgular

Tirkiye’nin farkli lokalitelerinden toplanmis 12 farkli Phlomis melezi ve 15 farkli
Phlomis tir(, toplamda ise 46 drnekte 23 karakterde morfolojik dl¢tiimler yapilmis ve bu
Olcimlerin  sonucu Ek 1’de verilmisti. Bu verilerin NTYS ve Splitstree4
programlarinda analizi sonucunda Manhattan mesafesi (Manhattan distance)

degerlerinde dayali phylogram agaci ve neighbour network olusturulmustur (Sekil 3.1;
3.2)

Morfolojik karakterlere dayali olarak hesaplanan Manhattan mesafeleri degerleri
Uzerine kurulan phylogram agaci incelendiginde birden fazla 6rnegi olan tiirlerden P.
kurdica, P. capitata, P. lycia, P. linearis ve P. chimerae 6rnekleri tirlerine 6zgln bir
sekilde gruplanmazken, P. oppositiflora ve P. nissolii tiirleri nin 6rnekleri ise kardes
takson olacak sekilde tiirlerine 6zgiin gruplanmiglardir (Sekil 3.1). Arastirmada
kullanilan Phlomis tiirleri phylogram agacina gore 2 ana grupta toplanabilir. Birinci ana
grupta Gymnophlomis alt seksiyonuna giren bazi tiirler (1564 ve 1602 kodlu P. kurdica,
1962-3 kodlu P. physocalyx, 1926-9, 1739 ve 1932-3 kodlu P. nissolii, 1961-6 ve 1988
kodlu P. oppositiflora, 1750 kodlu P. capitata) ve Dendrophlomis alt seksiyonuna giren
bazi tiirler (1278-1 kodlu P. grandiflora, 1538-2 kodlu P. monocephala, 1526-1 kodlu P.
lunariifolia) bir arada kiimelenirken ikinci ana grup ta ise Oxyphlomis’in tek 6rnegi olan
1927 kodlu P. pungens, Gymnophlomis’in bazi drnekleri (1367-1 kodlu P. armeniaca,
1334, 1689-1 ve 1984 kodlu P. capitata, 1335-1 ve 1363-1 kodlu P. linearis, 1989
kodlu P. kurdica) ve Dendrophlomis alt seksiyonuna giren bazi tiirler (1522-6 ve 1677
kodlu P. chimerae, 1272 kodlu P. bourgaei, 1527-1 kodlu P. leucophracta, 1508 ve
1280-1 kodlu P. lycia) yer almaktadir (Sekil 3.1). Fakat bu gruplanma Bentham’mn [108]
yaptig1 gruplanma olan ve Phlomis seksiyonunu Oxyphlomis (pembe-mor gicekli ve
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otsu bitkiler; P. pungens), Gymnophlomis (alt seksiyonu, sar1 ¢igekli ve otsu; P.
oppositiflora, P. armeniaca, P. nissolii, P. linearis, P. physocalyx, P. capitata ve P.
kurdica) ve Dendrophlomis (odunsu; P. lycia, P. grandiflora, P. bourgaei, P. chimerae,
P. lunariifolia, P. grandiflora, P. monocephala, P. leucophracta) olmak lzere 3 alt

seksiyona ayrran kiimelenmeye tam bir uyum gostermemistir (Sekil 3.1).

Bu arastirmada morfolojik karakterlerden elde edilen Manhattan mesafesi degerlerine
dayal1 olarak olusturulan phylogram agacinda Phlomis melezlerinin ebeveyinlerine gore
yerlesimleri su kategorilerde toplanabilir: (1) Melez ebeveyinleri arasinda yerlesmistir.
Bu yerlesme ebeveyinlerden biriyle fakat kardes takson olmayacak sekildedir (sister)
(1694 kodlu P. capitata x nissolii; 1274 kodlu P. bourgaei x grandiflora). (2) Melez en
son tirevlenen ataya tabandan baglanmistir (1985-25 kodlu P. kurdica x oppositiflora;
1504 kodlu P. bourgaei x lycia) (3) Melez en son tirevlenen ataya kladistik olarak
yakin bir sekilde yerlesmistir (1985-10A kodlu P. kurdica x oppositiflora; 1262-1 kodlu
P. bourgaei x lycia). (4) Melez diger melezler/taksonlarla bir arada gruplanmistir (1201-
2 kodlu P. oppositiflora x linearis; 1382 kodlu P. capitata x nissolii; 1274-2 P.
bourgaei x grandiflora; 1600 kodlu P. capitata x kurdica; 1257 kodlu P. armeniaca x
nissolii; 1524 ve 1676 kodlu P. bourgaei x chimera; 1226-2 ve 1541-1 kodlu P.
lunariifolia x monocephala; 1371 kodlu P. armeniaca x linearis; 1958-24 kodlu P.
physocalyx x oppositiflora; 1529 ve 1530 kodlu P. leucophracta x lunariifolia) (Sekil
3.1).

Morfolojik verilerden elde edilen neighbour network modelinin verilere uyumu oldukga
yuksek olup % 98.76’tidir (fit=91.20, LSfit= 98.76). Neighbour-network analizi
incelendiginde Phlomis tiirleri 2 grup altinda toplanabilir. Birinci grubu Gymnophlomis
alt seksiyonunun 1932-3, 1739 ve 1926-9 kodlu P. nissolii, 1564 ve 1602 kodlu P.
kurdica, 1962-3 kodlu P. physocalyx tiirleri olustururken ikinci grubu ise
Gymnophlomis alt seksiyonunun 1750, 1984, 1689-1 ve 1334 kodlu P. capitata, 1367-1
kodlu P. armeniaca, 1363-1 ve 1335-1 kodlu P. linearis, 1989 kodlu P. kurdica ve
1961-6 ve 1988 kodlu P. oppositiflora turleri ve Dendrophlomis alt seksiyonunun 1526-
1 kodlu P. lunariifolia, 1508 ve 1280-1 kodlu P. lycia, 1527-1 kodlu P. leucophracta,
1272 kodlu P. bourgaei, 1677 ve 1522-6 kodlu P. chimerae, 1538-2 kodlu P.
monocephala, 1278-1 kodlu P. grandiflora tirleri ve Oxyphlomis’in tek 6rnegi olan P.

pungens tirl olusturmaktadir. Neighbour-network analizi incelendiginde Phlomis cinsi
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gozlenmektedir. Bitki tiirleri arasindaki melezlesme retikllat olaylara sebebiyet veren

durumlardan bir tanesidir.

‘1280-17

— ‘1201-2° P. linearis x oppositiflora
_E 1278-17 P. grandiflora
’1538-2’ P. monocephala
‘1564° P. kurdica
‘1602° P. kurdica
‘1962-37 P. physocalyx
‘19851047 P. kurdica x oppositiflora
_l_ ‘1694’ P. capitata x nissolii
‘1926-9° P. nissolii
— 1739’ P. nissolii
—’1932-3’ P. nissolii
‘1382’ P. capitata x nissolii
‘1961-6° P. oppositiflora
‘19388’ P. kurdica
’1985-25° P. kurdica x oppositiflora
1274-2° P. borgaei x grandiflora
-E ‘1526-17 P. lunariifolia
1750’ P. capitata
’1226-2° P. lunariifolia x monocephala
‘1367-17 P. armeniaca x linearis
‘1334’ P. capitata
’1522-6° P. chimera
‘1689-17 P. capitata
‘16777 P. chimera
15307 P. lunariifolia x monocephala
‘1529’ P. leucophracta x lunariifolia
‘1984’ P. capitata
1272’ P. bourgaei
1274’ P. borgaei x grandifiora
‘1504’ P. lycia x P. bourgaei
‘1527-17 P. leucophracta
— ’1508° P. lycia
’1335-1’ P. linearis
—E ‘1989’ P. kurdica
‘1524° P. bourgai x chimera
—’1541-1" P. lunariifolia x monocephala
E 13717 P. armeniaca
‘1600° P. kurdica x capitata
‘1257 P. armeniaca x nissolii
‘1927’ P. pungens var hispida
‘16767 P. bourgai x chimera
‘1262-17 P. lycia x bourgaei
’1363-17 P. linearis
‘1958-24° P. physocalyx x oppositiflora

P. lycia

Sekil 3.1.  Phlomis &rneklerine ait morfolojik verilerden elde edilen Manhattan
mesafesi degerlerine gore olusturulmus phylogram agaci
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Sekil 3.2.  Phlomis érneklerine ait morfolojik verilerin Manhattan mesafesi degerlerine
gore olusturulmus neighbour-network sekli
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3.2. Molekiiler Bulgular

3.2.1. trnT-trnL Bolgesi Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Izole edilen genomik DNA (gDNA)’lar kullanilarak A ve B primerleri ile drneklerin
kloroplast DNA’larmin (cpDNA) trnT-trnL genlerarast spacer bolgeleri ¢ogaltilmustir.
Bazi Phlomis tiir/melezlerine ait bantlarin agaroz jel gorintisii Sekil 3.3’de

gosterilmistir.

1000

- —

S00

Sekil 3.3. trnt-trnL  bolgesi amplifikasyon sonuglarinin agaroz jelde
goruntulenmesi, M: Marker ( 100 — 3000 bg) N: Negatif kontrol

3.2.2. Dizi Analizi
trnT-trnL bolgesi ¢ogaltilarak dizi analizine gonderilen 6rnekler metod kisminda
belirtildigi sekilde hazirlanmis ve hizalanmistir. Hizalanan 6rnek verileri Ek 3’te
verilmistir.
3.2.3. Orneklerin Baz Oranlan ve Icerigi
Orneklerin niikleotit oranlar1 ve igerigi Tablo 3.1°de verilmistir.
DnaSp v 5.10.01°de yapilan polimorfizm analizinde Orneklerin niikleotid ¢esitliligi
(Nucleotid diversty per site, Pi) 0,01063 olarak belirlenmis; niikleotid farkliliklar
ortalamas1 (k) ise 6,57005 olarak bulunmustur. Orneklerin G+C igerigi ise 0,279
(618,00 konum) olarak tespit edilmistir.
Orneklerde 545 monomorfik; 73 polimorfik (S) bolge belirlenmis ve bunlarn 19
tanesinin parsimonik bilgi i¢erdigi goriilmiistiir. Toplam mutasyon sayisi (Eta) 76 olarak
bulunmustur.
3.2.4. ikili Uzaklik Analizi
DNA dizi analizine dayali olarak Kimura2 paramatre mesafesine gore orneklerin ikili
uzaklik analizi sonucu elde edilen 6rnekler arasi uzaklik matriksi Ek 2’de verilmistir.
Tablo incelendiginde en kiiciik genetik uzaklik degeri 0,002 ve en bilyuk genetik
uzaklik degeri 0.030 olarak bulunmustur. Tablo incelendiginde en biiyiikk genetik
uzaklik degerlerine (cins i¢i) sahip tiir P. kurdica’dir (1602).



Tablo 3.1. Orneklerin niikleotid komposizyonu
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T(U) C A G Toplam

P. linearis x oppositiflora MYD 1201 334 | 139 | 37,0 | 156 748,0
P. lunariifolia x monocephala MYD 1226 329 | 156 | 34,8 | 16,7 742,0
P. armeniaca x nissolii MYD 1257 33,0 | 150 | 358 | 16,1 731,0
P. lycia x bourgaei MYD 1262 335 | 141 | 36,5 | 159 731,0
P. bourgaei MYD 1272 335 | 144 | 36,2 | 159 735,0
P. bourgaei x grandiflora MYD 1274 336 | 141 | 36,2 | 16,1 732,0
P. bourgaei x grandiflora MYD 1274-35 334 | 145 | 36,0 | 16,1 733,0
P. grandiflora MYD 1278-1 334 | 142 | 36,3 | 16,0 730,0
P. lycia MYD 1280 335 | 143 | 36,3 | 15,8 732,0
P. capitata MYD 1334 33,7 | 141 | 36,7 | 15,6 733,0
P. linearis MYD 1335 334 | 140 | 36,8 | 158 752,0
P. linearis MYD 1363-44 336 | 139 | 37,0 | 155 729,0
P. armeniaca x linearis MYD 1367 33,7 | 142 | 36,3 | 15,8 733,0
P. armeniaca MYD 1371 33,7 | 135 | 37,2 | 156 716,0
P. capitata x nissolii MYD 1382 335 | 151 | 353 | 16,1 734,0
P. bourgaei x lycia MYD 1504 334 | 142 | 36,2 | 16,2 730,0
P. lycia MYD 1508 334 | 144 | 36,3 | 159 736,0
P. chimera MYD 1522 338 | 141 | 36,3 | 159 731,0
P. bourgaei x chimera MYD 1524 33,7 | 140 | 36,6 | 15,6 729,0
P. lunariifolia MYD 1526 33,7 | 14,7 | 357 | 159 734,0
P. leucophracta MYD 1527 342 | 140 | 359 | 159 719,0
P. leucophracta x lunariifolia MYD1529 329 | 158 | 349 | 16,4 742,0
P. leucophracta x lunariifolia MYD 1530 33,7 | 141 | 36,3 | 159 730,0
P. monocephala MYD 1538 33,3 | 13,7 | 348 | 18,2 928,0
P. lunariifolia x monocephala MYD 1541 33,7 | 140 | 36,4 | 159 729,0
P. kurdica MYD 1564 33,7 | 151 | 356 | 157 728,0
P. kurdica x capitata MYD 1600 335 | 139 | 37,1 | 155 747,0
P. kurdica MYD 1602 33,2 | 145 | 36,1 | 16,3 732,0
P. bourgaei x chimera MYD 1676 334 | 145 | 36,3 | 159 731,0
P. chimera MYD 1677 336 | 139 | 36,6 | 158 732,0
P. capitata MYD 1689 33,3 | 141 | 37,0 | 15,6 732,0
P. capitata x nissolii MYD 1694 335 | 139 | 36,9 | 15,6 710,0
P. nissolii MYD 1739 33,7 | 139 | 36,5 | 158 732,0
P. capitata MYD 1750 33,7 | 13,8 | 36,9 | 15,6 731,0
P. nissolii MYD 1926-6 33,1 | 140 | 374 | 155 749,0
P. nissolii MYD 1932 335 | 142 | 36,3 | 16,0 731,0
P. physocalyx x oppositiflora MYD 1958-24 335 | 154 | 355 | 15,6 749,0
P. oppositiflora MYD 1961 332 | 146 | 36,4 | 158 749,0
P. physocalyx MYD 1962 335 | 143 | 36,4 | 158 749,0
P. capitata MYD 198416 33,4 | 14,2 | 37,0 | 155 749,0
P. kurdica x oppositiflora MYD 1985-10A 334 | 145 | 36,4 | 157 733,0
P. kurdica x oppositiflora MYD 1985-25 336 | 142 | 36,4 | 158 730,0
P. oppositiflora MYD 1988 335 | 150 | 36,2 | 154 749,0
P. kurdica MYD 1989 33,8 | 140 | 36,5 | 157 734,0
P. pungens MYD 1927-1 335 | 140 | 36,2 | 16,3 719,0
Marrubium parviflorum MYD 1935-10 334 | 141 | 36,6 | 15,8 631,0

Ort. 335 | 143 | 36,3 | 159 736,2
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3.2.5. Model Analizi

MEGAG6 programindan elde edilen tahmini nikleotit yerdegistirme matriksi Tablo
3.2’de, MCL nukleotit yer degistirme matriksi tablo 3.3’te verilmistir.

Her girdi, siitundaki bir bazin satirdaki bir bazin yerini alma (substitution, r) ihtimalidir
[109]. Nukleotitlerin farkli tranzisyonel yerine gegme oranlar1 kalin ve transversiyonel
yerine  gecmeler ise egik yaz1  stiliyle  gosterilmistir.  NUKleotidlerin

transisyon/transversiyon sapmasi (bias, R) 0,87 olarak hesaplanmustir.

Tablo 3.2. Maksimum likelihood tahminine dayali yer degistirme oranlari

A T C G
A 7,98 3,01 5,28
T 8,36 - 9,9 3,34
C 8,36 26,24 - 3,34
G 13,21 7,98 3,01

Tablo 3.3. Maximum composite likelihood tahminine dayali niikleotid yer degistirme

Oranlar1
A T C G
A 6,6784 6,6784 11,6433
T 6,6784 - 11,6433 6,6784
Cc 6,6784 11,6433 - 6,6784
G 11,6433 6,6784 6,6784

Phlomis 6rneklerinde niikleotid yuzdeleri %36,84 (A), %35,17 (T/U), %13,28 (C) ve
%14,71 (G) olarak belirlenmistir. Niikleotidlerdeki transisyon/transversiyon doniisim
hiz oram1 k1=1.581 (purinler) ve k2=3.289 (pirimidinler) olarak gozlenmistir.
Nikleotidlerdeki toplam transisyon/transversiyon egilimi ise R=0,958 olarak
bulunmustur (R= [A*G*k1 + T*C*k2])/[(A+T)*(T+C)] ).

3.2.6. Maximum Likelihood Analizi

Maximum Likelihood analizi ile olusturulan bootstrapla test edilmis agacin topolojisi

Sekil 3.4’te verilmistir.
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Maximum likelihood analizi ile olusturulan filogenetik aga¢ incelendiginde birden fazla
ornegi olan tiirlerden P. kurdica, P. capitata, P. lycia, P. nissolii, P. oppositiflora ve P.
linearis ornekleri tiirlerine 6zgiin bir sekilde gruplanmazken, P. chimerae turinun

ornekleri ise tliriine 6zgiin gruplanmustir (Sekil 3.4).

Maximum likelihood analizi ile olusturulan filogenetik agag¢ incelendiginde ilk olarak
dig grup olan Marrubium parviflorum’un ayrildig1 gézlenmektedir. Bundan sonra %62
bootstrap degeri ile P. monocephala ve P. monocephala x lunariifolia melezi
monofiletik grup olusturarak ayrilmistir. Bundan sonra %2 bootstrap degeri ile ilk
ayrilan grup P. capitata x nissolii melezleri ve P. nissolii olmustur. Diger ornekler iki
ana grupta toplanmistir. Birinci ana grup %37 bootstrap degeri ile Dendrophlomis alt
seksiyonuna (1527-1 kodlu P. leucophracta, 1526-1 kodlu P. lunariifolia, 1272 kodlu P.
bourgaei, 1278-1 kodlu P. grandiflora, 1280-1 ve 1508 kodlu P. lycia, 1522-6 ve 1677
kodlu P. chimerae) ait odunsu bireyler ve %26 bootstrap degeri ile Gymnophlomis alt
seksiyonuna (1602 kodlu P. kurdica, 1363-44 kodlu P. linearis, 1689 kodlu P. capitata
ve 1371 kodlu P. armeniaca) ait sar1 ¢igekli ve otsu bireylerin olusturdugu iki alt gruba
ayrilmistir. Oxyphlomis alt seksiyonuna ait pembe—mor ¢igekli P. pungens bu gruba
disaridan baglanmustir. ikinci ana grup ise %30 bootstrap degeri ile Gymnophlomis alt
seksiyonuna (1564 ve 1989 kodlu P. kurdica, 1334, 1750 ve 1984-16 kodlu P. capitata,
1962-3 kodlu P. physocalyx, 1988 ve 1961-6 kodlu P. oppositiflora, 1335-1 kodlu P.
linearis ve 1739, 1926-6 kodlu P. nissolii) ait bireylerden olusmustur.

Maximum likelihood analizi ile olusturulan filogenetik aga¢ incelendiginde Phlomis
melezlerinin ebeveyinlerine gore yerlesimleri su kategorilerde toplanabilir: (1) Melez
ebeveyinleri arasinda yerlesmistir. Bu yerlesme ebeveyinlerden biriyle kardes (sister)
takson olacak sekilde (1529 ve 1530 kodlu P. leucophracta x lunariifolia, 1274-35
kodlu P. bourgaei x grandiflora) veya yine ebeveyinlerden biriyle fakat kardes
taksondan farkli bir sekilde yerlesmistir (1262-1 ve 1504 kodlu P. bourgaei x lycia,
1958-24 kodlu P. physocalyx x oppositiflora, 1524 kodlu P. bourgaei x chimera, 1367
kodlu P. armeniaca x linearis, 1985-10A ve 1985-25 kodlu P. kurdica x oppositiflora,
1694 kodlu P. capitata x nissolii, 1541-1 kodlu P. lunariifolia x monocephala). (2)
Melez atalarindan birine tabandan baglanmistir (1530 kodlu P. leucophracta X
lunariifolia). (3) Melez atalarindan birine kladistik olarak yakin bir sekilde yerlesmistir
(1226-2 kodlu P. lunariifolia x monocephala, 1676 kodlu P. bourgaei x chimera, 1274

kodlu P. bourgaei x grandiflora, 1257 kodlu P. armeniaca x nissolii). (4) Melez diger
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melezler/taksonlarla bir arada gruplanmistir (1600 kodlu P. capitata x kurdica, 1201-2
kodlu P. oppositiflora x linearis).

3.2.7. Maximum Parsimony Analizi

Maximum parsimoni analizi ile olusturulan bootstrapla test edilmis agacin topolojisi

Sekil 3.5°te verilmistir.

Maximum parsimoni analizi ile olusturulan filogenetik aga¢ incelendiginde birden fazla
ornegi olan P. kurdica, P. capitata, P. lycia, P. nissolii, P. oppositiflora P. chimerae ve

P. linearis tiirlerinin 6rnekleri tiirlerine 6zgiin bir sekilde gruplanmamustir (Sekil 3.5).

Maximum parsimoni analizi ile olusturulan filogenetik aga¢ incelendiginde ilk olarak
dig grup olan Marrubium parviflorum’un ayrildig1 gézlenmektedir. Bundan sonra %24
bootstrap degeri ile P. monocephala ve P. monocephala x lunariifolia melezi
monofiletik grup olusturarak ayrilmistir. Bundan sonra ilk ayrilan grup %53 bootstrap
degeri ile P. capitata x nissolii melezleri ve P. nissolii olmustur. Diger 6rnekler iki ana
grupta toplanmistir. Birinci ana grup %41 bootstrap degeri ile Dendrophlomis alt
seksiyonuna (1278-1 kodlu P. grandiflora, 1280-1 ve 1508 kodlu P. lycia, 1272 kodlu P.
bourgaei, 1526-1 kodlu P. lunariifolia, 1522-6 ve 1677 kodlu P. chimerae, 1527-1
kodlu P. leucophracta) ait odunsu bireyler ve %27 bootstrap degeri ile Gymnophlomis
alt seksiyonuna (1371 kodlu P. armeniaca, 1602 kodlu P. kurdica, 1363-44 kodlu P.
linearis, 1689 kodlu P. capitata) ait sar1 ¢igekli ve otsu bireylerin olusturdugu iki alt
gruba ayrilmistir. Oxyphlomis alt seksiyonuna ait pembe-mor ¢icekli P. pungens bu
gruba disaridan baglanmustir. Ikinci ana grup ise %29 bootstrap degeri ile
Gymnophlomis alt seksiyonuna (1750, 1984-16 ve 1334 kodlu P. capitata, 1961-6 ve
1988 kodlu P. oppositiflora, 1564 ve 1989 kodlu P. kurdica, 1335-1 kodlu P. linearis,
1739, 1926-6 kodlu P. nissolii, 1962-3 kodlu P. physocalyx) ait bireylerden olusmustur.

Maximum parsimoni analizi ile olusturulan filogenetik aga¢ incelendiginde Phlomis
melezlerinin ebeveyinlerine gore yerlesimleri su kategorilerde toplanabilir: (1) Melez
ebeveyinleri arasinda yerlesmistir. Bu yerlesme ebeveyinlerden biriyle kardes (sister)
takson olacak sekilde (1958-24 kodlu P. physocalyx x oppositiflora) veya yine
ebeveyinlerden biriyle fakat kardes taksondan farkli bir sekilde yerlesmistir (1530 kodlu
P. leucophracta x lunariifolia, 1367 kodlu P. armeniaca x linearis, 1985-10A ve 1985-
25 kodlu P. kurdica x oppositiflora, 1382 ve 1694 kodlu P. capitata x nissolii, 1541-1
kodlu P. lunariifolia x monocephala). (2) Melez atalarindan birine tabandan
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baglanmistir (1226-2 ve 1541-1 kodlu P. lunariifolia x monocephala, 1529 kodlu P.
leucophracta x lunariifolia) (3) Melez atalarindan birine kladistik olarak yakin bir
sekilde yerlesmistir (1274-35 kodlu P. bourgaei x grandiflora, 1524 P. bourgaei X
chimera, 1257 kodlu P. armeniaca x nissolii). (4) Melez diger melezler/taksonlarla bir
arada gruplanmistir (1676 kodlu P. bourgaei x chimera, 1274-35 kodlu P. bourgaei x
grandiflora, 1262-1 kodlu P. bourgaei x lycia, 1600 kodlu P. capitata x kurdica, 1504
kodlu P. bourgaei x lycia).

3.2.8. Neighbour-Joining Analizi

Neighbour-joining analizi ile olusturulan bootstrapla test edilmis agacin topolojisi,
maximum likelihood ve maximum parsimoni analizleri ile olusturulan agaglarin
topolojisi ile benzerlik gostermektedir (Sekil 3.6).

Agac topolojisi incelendiginde dig gruptan sonra Dendrophlomis alt seksiyonuna ait
odunsu P. lunariifolia x monocephala melezi ve P. monocephala tiirii sirasiyla
birbirinden bagimsiz olarak ayrilmistir. Daha sonra Oxyphlomis alt seksiyonuna ait
pembe—mor ¢igekli pungens ayrilmistir. Diger bireyler iki ana grup halinde toplanmustir.
Birinci grupta Dendrophlomis alt seksiyonuna ait odunsu bireyler toplanmistir. Ancak
diger alt seksiyonuna ait sar1 ¢icekli ve otsu tiirlerden olusan kiiclik bir grup bu gruba
distan baglanmistir. ikinci ana grupta Gymnophlomis alt seksiyonuna ait sar1 gicekli
otsu bireyler toplanmaistir.

3.2.9. UPGMA Analizi

UPGMA analizi ile olusturulan bootstrapla test edilmis agacin topolojisi diger
analizlerle olusturulmus agaclarin topolojisi ile benzerlik gostermektedir (Sekil 3.7).
UPGMA analizi ile olusturulan filogenetik aga¢ incelendiginde ilk olarak dis grup olan
Marrubium parviflorum’un ayrildigi gézlenmektedir. Bundan sonra Gymnophlomis alt
seksiyonuna ait sar1 ¢igekli ve otsu P. kurdica tlr( ve P. armeniaca x nissolii melezi
sirasiyla birbirinden bagimsiz olarak ayrilmistir. Dendrophlomis alt seksiyonuna ait
odunsu P. lunariifolia x monocephala ve P. leucophracta x lunariifolia melezleri
monofiletik bir grup olusturarak ayrilmistir. Bundan sonra Gymnophlomis alt
seksiyonuna ait sar1 ¢icekli ve otsu tiirlerden olusan iki ayr1 grup goriilmektedir. Diger
bireyler iki ana grupta toplanmistir.

Birinci grupta Gymnophlomis alt seksiyonuna ait sar1 ¢igekli ve otsu bireyler toplanmig
ve bunlara en digtan Oxyphlomis alt seksiyonuna ait pembe—mor ¢igekli P. pungens ve
Dendrophlomis alt seksiyonuna ait odunsu P. monocephala tiri ve P. lunariifolia x
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monocephala melezinin baglanmasiyla olusan kiigiik bir grup baglanmustir. Ikinci ana

grupta Dendrophlomis alt seksiyonuna ait odunsu tiirler toplanmustir.
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Sekil 3.4. Bootstrap degerleri islenmis maximum likelithood agaci
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Sekil 3.5. Bootstrap degerleri islenmis maximum parsimony agact
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. chimera 1522

. bourgaei x P. chimera 1524

. chimera 1677

. armeniaca x P. nissolii 1257

. kurdica 1602

. linearis 1363-44

. capitata 1689

. armeniaca x linearis 1367

armeniaca 1371

capitata x nissolii 1382
nissolii 1932

capitata x nissolii 1694
kurdica 1564

kurdica x oppositiflora 1985-10A
kurdica x oppositiflora 1985-25
capitata 1334

kurdica 1989

physocalyx 1962

oppositiflora 1988

physocalyx x oppositiflora 1958-24
oppositiflora 1961

kurdica x capitata 1600
capitata 1750

capitata 1984-16

linearis x oppositiflora 1201
linearis 1335

nissolii 1739

nissolii 1926-6

pungens 1927-1

monocephala 1538

lunariifolia x monocephala 1541

Marrubium paniflorum 1935-10

Sekil 3.6. Bootstrap degerleri islenmis neighbour-joining agact
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P. oppositiflora 1961

P. kurdica 1989

P. linearis 1335

P. kurdica x P. capitata 1600

P. capitata 198416

P. nissolii 1926-6

P. linearis x oppositiflora 1201

P. capitata 1334

P. nissolii 1739

P. capitata 1750

P. physocalyx x oppositiflora 1958-24
P. physocalyx 1962

P. oppositiflora 1988

P. kurdica x oppositiflora 1985-10A
P. kurdica x oppositiflora 1985-25

P. pungens 1927-1

P. monocephala 1538

P. lunariifolia X monocephala 1541

P. leucophracta 1527

P. leucophracta x lunariifolia 1530

P. bourgaei 1272

P. lycia 1280

P.
P
P
P
P
P
P
P
P
P
P
P
P
P
P
P
P
P
P
P
P
P
P

grandiflora 1278-1

. bourgaei x chimera 1676

. bourgaei x P. grandifiora 1274-35
. bourgaei x grandiiflora 1274-35

. bourgaei x grandiiflora 1274

. lycia 1508

. lycia x bourgaei 1504

. bourgaei x chimera 1524

. chimera 1677

. lycia x bourgaei 1262

. chimera 1522

. kurdica 1564

. capitata x nissolii 1382

. capitata x nissolii 1694

. nissolii 1932

. linearis 1363-44

. capitata 1689

. armeniaca x P. linearis 1367

. armeniaca 1371

. lunariifolia x P. monocephala 1226
. leucophracta x P. lunariifolia 1529
. armeniaca x P. nissolii 1257

. kurdica 1602

Marrubium parviflorum 1935-10

Sekil 3.7. Bootstrap degerleri islenmis UPGMA agaci
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3.2.10. Network Analizi

Filogenetik Network analizi ile olusturulmus neighbour-net grafigi Sekil 3.8 ve 3.9°da
verilmistir. DNA dizi verilerinden elde edilen neighbour-network modelinin verilere
uyumu oldukga yiiksek olup % 99.80°dir (fit=95.89, LSfit= 99.80). Neighbour-net
grafigi incelendiginde gozlemlenebilen yatay kenarlar (kutular) ornek grubunun

evrimsel tarihinde retikiilat olaylarin gerceklestigini géstermektedir.

DNA dizilerinden diizeltilmemis P-mesafesine gére elde edilen mesafe degerlerinden
olusturulan neighbour-net ag (network) analizinde Phlomis tirleri ve melezleri iki ana
grupta toplanabilir. Birinci ana grubu Dendrophlomis alt seksiyonunun tirleri ve
melezleri (Turler: 1272 kodlu P. bourgaei, 1508 ve 1280-1 kodlu P. lycia, 1278-1 kodlu
P. grandiflora, 1527-1 kodlu P. leucophracta, 1526-1 kodlu P. lunariifolia, 1677 ve
1522-6 kodlu P. chimerae; Melezler: 1524 ve 1676 kodlu P. bourgaei x chimera; 1274
ve 1274-35 kodlu P. bourgaei x grandiflora, 1262-1 ve 1504 kodlu P. bourgaei X lycia,
1529 ve 1530 kodlu P. leucophracta x lunariifolia, 1226-2 kodlu P. lunariifolia x
monocephala, 1201-2 kodlu P. oppositiflora x linearis) olustururken ikinci ana grubu
Gymnophlomis alt seksiyonunun tirleri ve melezleri (Turler: 1564, 1989 ve 1602 kodlu
P. kurdica, 1367-1 kodlu P. armeniaca, 1750, 1984, 1689-1 ve 1334 kodlu P. capitata,
1363-1 ve 1335-1 kodlu P. linearis,1932-3, 1739 ve 1926-9 kodlu P. nissolii, 1961-6 ve
1988 kodlu P. oppositiflora tirleri, 1962-3 kodlu P. physocalyx: Melezler: 1257 kodlu P.
armeniaca x nissolii, 1367 kodlu P. armeniaca x linearis, 1382 ve 1694 kodlu P.
capitata x nissolii, 1985-10A ve 1985-25 kodlu P. kurdica x oppositiflora, 1958-24
kodlu P. physocalyx x oppositiflora, 1600 kodlu P. capitata x kurdica), Oxyphlomis’in
tek 6rnegi olan 1927-1 kodlu P. pungens tiirii, dis grup olarak kullanilan 1935-10 kodlu
Marrubium parviflorum, Dendrophlomis alt seksiyonunun 1538-2 kodlu P.
monocephala turi ve 1541-1 kodlu P. lunariifolia x monocephala melezi
olusturmaktadir. ikinci ana grup icerisinde Gymnophlomis alt seksiyonunun turleri ve
melezleri kendi aralarinda kiimelenerek bir alt grup olustururken Oxyphlomis’in tek
ornegi olan 1927-1 kodlu P. pungens turi ve Dendrophlomis alt seksiyonunun 1538-2
kodlu P. monocephala turiu ve 1541-1 kodlu P. lunariifolia x monocephala melezi de

bir arada kiimelenip ikinci alt grubu olusturmustur (Sekil 3.8).
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DNA dizilerinden diizeltilmemis P-mesafesine gore elde edilen mesafe degerlerinden
olusturulan Neighbour-net ag (network) analizinde Phlomis melezlerinin ebeveyinlerine
gore yerlesimleri su kategorilerde toplanabilir: (1) Melez her iki atanin arasinda yer
almig ve her iki ataya da kutucuklarla (yatay kenarlarla) baglanmistir (1529 kodlu P.
leucophracta x lunariifolia melezi atalar1 olan 1526 kodlu P. lunariifolia ve 1527 kodlu
P. leucophracta arasinda yer almistir) (2) Melez atalarnm birinin diger melezinin ve
diger tiirlerin yer aldig1 bir grupta kutucuklarla atasinin birinin yaninda yer alirken diger
ataya da c¢ok sayida kutucukla uzaktan baglanmistir (1226-2 kodlu P. lunariifolia x
monocephala melezi diger tiirlerle grup olusturan 1538 kodlu P. monocephala’ya
kutucuklarla uzaktan baglanirken diger atasi olan 1526 kodlu P. lunariifolia’ya ise
yakinindan baglanarak onunla bir grup olusturmustur) (3) Melez diger tiirler ve
melezlerin de bulundugu bir kutucukta yer almis ve atalarin biri de bu kutucuga bir dal
ile baglanmis ve melez ayrica bir ¢ok kutucukla da diger atasma baglanmistir (1676
kodlu P. bourgaei x chimera melezi diger tiirler ve melezlerle bir kutucukta yer almis
ve atalarindan biri olan 1272 kodlu P. bourgaei bu kutucuktan dallanmis ve melez diger
atas1 olan 1522-6 kodlu P. chimera da kutucuklarla baglanmistir) (4) Melez her iki
atasinin da baska tiirler ve melezlerle kiimelendigi gruplara kutucuklarla baglanip bir
atastyla grup olusturmustur (1262-1 ve 1504 kodlu P. bourgaei x lycia atalar1 olan ve
diger tiirler ve melezlerle kiimelenen atalardan biri olan 1272 kodlu P. bourgaei’ye az
sayida kutucuklarla baglanarak bir grup olusturmus ve diger tirler ve melezlerle
kiimelenen 1508 ve 1280 kodlu ikinci ata olan P. lycia ise bir ¢ok kutucuklarla
baglanmistir (5) Melez kutucuklarla atalardan her ikisine baglanmaktadir fakat
atalarmdan higbirisiyle bir grup olusturmamaktadir (1274-35 kodlu P. bourgaei X
grandiflora) (6) Melez bir atasiyla kutucugun bir kenarinda birlikte yer alirken diger
atada bu kutucugun ucundan tek basina dallanarak meleze baglanmaktadir (1274 kodlu
P. bourgaei x grandiflora bir kutucukta ayni yerde atalarindan biri olan 1278-1 kodlu P.
grandiflora ile birlikte yer almaktadir ve diger ata olan 1274 kodlu P. bourgaei ise bu
kutucugun ucundan dallanmaktadir (7) Melez her iki atanin yaninda yer alarak atalariyla
birlikte gruplanmis ve atalarina paralel kenarla (2 kutucukla) baglanmistir (1958-24
kodlu P. physocalyx x oppositiflora melezi 1988 kodlu P. oppositiflora ve 1962 kodlu P.
physocalyx birlikte gruplanarak onlara yatay kenarla baglanmstir) (8) Melez atalarindan
birinin diger bir tiir ile yaptig1 baska bir meleze yatay kenarla baglanmis ve iki melezde

yatay kenarla ortak ataya baglanmis ve melez ayrica diger tiirler ve melezlerle
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gruplanan ikinci atasina ise ¢ok sayida kutucuklarla baglanmistir (1541-1 kodlu P.
lunariifolia x monocephala melezi 1529 kodlu P. lunariifolia x leucophracta melezine
yatay kenarla baglanmis ve bu iki melez de 1526 kodlu P. lunariifolia olan ortak ataya
yatay kenarla baglanmislardir ve melez diger tiirler ve melezlerle gruplanan ikinci atasi
olan 1538 kodlu P. monocephala’ya ¢ok sayida kutucuklarla baglanmistir) (9) Melez
atalarmin ve diger tiirlerin de yer aldigi bir kutucukta atalariyla birlikte gruplanmistir
(1600 kodlu P. capitata x kurdica melezi atalar1 olan 1984 kodlu P. capitata ve 1989
kodlu P. kurdica’nin ve diger tiirlerin de bulundugu bir kutucukta yer almistir) (10)
Melez bir kutucugun bir ucunda yer alirken ayni kutucugun diger ucunda atalarindan
biri yer almis ve diger atasma da kutucuklarla (3 kutucuk veya 4 paralel kenarla)
baglanmistir (1201-2 kodlu P. oppositiflora x linearis melezi bir kutucugun bir ucunda
yer alirken ebeveyinlerinden biri olan 1961 kodlu P. oppositiflora ayni kutucugun baska
bir ucuna baglanmis ve 1335 kodlu P. linearis olan ikinci atasi da diger tiirlerle birlikte
bu kutucukta yer almistir) (11) Atalar1 ayn1 olan iki melez paralel kenarlarla birbirine
baglanmis ve melezler iki atasinin arasmda yer almis ve kutucuklarla atalarina
baglanmistir (1985-10A ve 1985-25 kodlu P. kurdica x oppositiflora melezleri bir
birbirlerine paralel kenarlarla baglanarak atalari olan 1961 kodlu P. oppositiflora ve
1964 kodlu P. kurdica arasinda yerlesmis ve atalarma kutucuklarla baglanmistir) (12)
Melez yatay kenarla atalarindan birinin hemen yaninda yer alirken diger tiirlerle grup
olusturan ikinci atasmna da bir ¢ok kutucukla baglanmistir (1382 ve 1694 kodlu P.
capitata x nissolii melezleri 1932 kodlu P. nissolii’ye yatay kenarla baglanmislar ve
ikinci atalar1 olan 1984-16 kodlu P. capitata’ya ise kutucuklarla baglanmislardir) (13)
Melez atalarindan birine yatay kenarla baglanarak bir kutucukla atasinin yaninda yer
alirken diger atasi ise bunlara tabandan bir kutucukla baglanmistir (1367 kodlu P.
armeniaca x linearis melezi P. armeniaca’ya bir kutucukla baglanmis diger ata olan
1363-44 kodlu P. linearis ise bunlara tabandan bir kutucukla baglanmistir) (14) Melez
diger tiirler ve melezlerle bir grup olusturmus ve kutucuklarla atalarinin birine yakin bir
sekilde baglanmis diger tiirlerle grup olusturmus ikinci ataya ise kutucuklarla uzaktan
baglanmistir (1257 kodlu P. armeniaca x nissolii melezi 1371 P. armeniaca atasina
kutucuklarla yakindan baglanmis ve 1926-6 kodlu P. nissolii atasina ise kutucuklarla
uzaktan baglanmistir) (15) Melez atalarindan biriyle ayni kutunun bir kenarinda yer
almisg ve ikinci atasina da bir ¢ok kutucukla baglanmistir (1524 kodlu P. bourgaei x

chimera melezi ise atalarindan biri olan 1677 kodlu P. chimera’ya aymi kutuda bir
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paralel kenarla baglanirken ikinci atasi olan 1272 kodlu P. bourgaei’ye bir cok
kutucukla baglanmistir) (16) Melez paralel kenarlarla (kutucuklarla) atasinin birinin
hemen yaninda yer alirken diger ataya da paralel kenarlarla baglanmis ve bu iki ata
arasinda atalardan birinin iki melezi yer alarak bir grup olusturmuslardir (1530 kodlu P.
leucophracta x lunariifolia melezi 1526 kodlu P. lunariifolia olan atasma paralel
kenarlarla baglanip bu atanin hemen yaninda yer almis ve melez 1527 kodlu P.
leucophracta olan ikinci atasina da paralel kenarlarla baglanmis fakat bu iki ata arasina
1526 kodlu P. lunariifolia’nin diger iki melezi de yerleserek hepsi bir grup
olusturmustur) (Sekil 3.9).

Uygulanan diger bir network analizi de median-joiningtir. Sekil 3.10 incelendiginde
orneklerin 3 grupta toplandigi gozlenmektedir. Gymnophlomis alt seksiyonuna ait
bireyler iki ayr1 grup olustururken Dendrophlomis alt seksiyonuna ait bireyler bir grupta

toplanmustir.
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4. BOLUM

TARTISMA, SONUCLAR ve ONERI

4.1. Tartisma

Lamiaceae familyas1 Tiirkiye Florasi’nda 45 cins, 565 tiir ve toplam 756 taksonla temsil
edilmektedir ve endemizm oran1 % 45°tir [3]. Phlomis cinsinin tir-tiiralt1 endemizm
orani %58,8, melez endemizm orani ise % 100°dur. Tir-tiiralti-melez endemizmi ise %
65,3’ bulmaktadwr. Endemizm oraninin yiliksek olmast Anadolu’nun gen
merkezlerinden biri olmasindan kaynaklanmaktadir [3;11]. Bu sonuglar dogrultusunda
Phlomis cinsi Lamiaceae familyasi igerisinde en fazla meleze sahip olan cinstir.
Endemizm oranin yiiksek olmast ve cins icerisinde endemik tiirler bulunmasi
Anadolu’nun gen kaynaklarini korunmasi agisindan énemli olmasi nedeniyle Phlomis
cinsi ilizerine ¢aligmalarla revizyonlar yapilmistir. Dadandi’nin “Tiirkiye’nin Phlomis
Cinsi Revizyonu” adli doktora tezinde Phlomis cinsi 39 tiir ve tiir alti, 19 melezle
toplam 58 takson ile siniflandirilmistir [2]. Phlomis cinsinin 19 melezle temsil edilmesi,

bu cinste melezlesmenin yiiksek bir seviyede meydana geldigini gostermektedir.

Yiizbasioglu ve arkadaslarinin yapmis oldugu ¢alisma sonucunda P. X termessi’nin

morfolojik ve molekiiler olarak atalarinin arasinda yer aldigi gozlenmistir [19].

Bu c¢alismada Phlomis cinsine ait 12 melezin atalariyla olan iligkisi 23 karakterde
morfolojik olarak ve cpDNA metodu ile molekiiler yonden incelenmis ve bazi melez
tiirlerin atalarindan en az birine baglandig1 gozlenirken, bazi melez bireyler bagimsiz bir

dalda yer almis, bazilar1 ise atalar1 kabul edilen tiirlerin digindaki bir tiire baglanmaistir.

Phlomis seksiyonu, pembe-mor ¢igekli ve otsu bitkilerden olusan Oxyphlomis alt
seksiyonu, sar1 ¢i¢ekli ve otsu Gymnophlomis alt seksiyonu ve odunsu Dendrophlomis

alt seksiyonu olmak tiizere 3 alt seksiyona ayrilmaktadir [2]. Bu ayrim, bu ¢aligmada
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yapilan maximum likelihood, maximum parsimoni, neighbour-joining ve UPGMA
analizlerinde gruplanmalar halinde gdzlenmektedir. Analizler karsilagtirilmali olarak
incelendiginde, biitiin filogenetik agaglarda beklendigi tizere dis grup olan Marrubium
parviflorum’un 6ncelikle ayrildig: gézlenmektedir (Sekil 3.4-3.7).

Bu caligmada sunulmus filogenetik agaglar genel olarak incelendiginde Phlomis
orneklerinin 2 ana gruba ayrildig1 agik¢a goriilmektedir. Oxyphlomis alt seksiyonuna ait
tek birey olan P. pungens UPGMA analizi ile olusturulmus filogenetik agag¢ haricinde
bagimsiz bir dalda yerlesmistir. Dendrophlomis ve Gymnophlomis alt seksiyonuna ait
bireyler genellikle bir arada toplanirken, bu alt seksiyonlara ait bazi bireyler tek tek ya

da kicuk gruplar halinde, gruplarindan ayr1 dallanmistir (Sekil 3.4-3.6).

Maximum likelihood ve neighbour-joining analizleri ile olusturulan filogenetik
agaclarda 6 bireylik Gymnophlomis alt seksiyonuna ait bir grubun, ayni1 alt seksiyona ait
bireyler yerine Dendrophlomis’e ait bireylerin olusturdugu gruba disaridan baglandigi
gozlenmektedir. UPGMA analizi ile olusturulmus filogenetik agacta ise, Oxyphlomis alt
seksiyonuna ait P. pungens ve Dendrophlomis alt seksiyonuna ait 2 birey ile bir grup
olusturarak, Gymnophlomis alt seksiyonuna ait bireylerin olusturdugu gruba distan
baglanmistir (Sekil 3.4;3.6-3.7).

Birey bazinda inceledigimizde de, bazi uyumlar ve bazi tutarsizliklar mevcuttur.

Maximum likelithood ve maximum parsimoni agaclarinda dis gruptan sonra ilk olarak P.
monocephala (1538) ve P. lunariifolia x monocephala (1541) bir monofiletik grup
olusturarak ayrilmistir. Bu bireyler neighbour-joining agacinda yine dis gruptan sonra
fakat birbirlerine baglanmadan dallanmiglardir. UPGMA agacinda ise bu bireyler
Oxyphlomis alt seksiyonuna ait P. pungens’e (1927-1) baglanarak Gymnophlomis’e ait
bireylerin olusturdugu gruba disaridan baglanmstir (Sekil 3.4-3.7).

P. linearis (1363-44), P. capitata (1689), P. armeniaca x linearis (1367), P. armeniaca
(1371) UPGMA ve maximum parsimoni agaclarinda bir grup olusturarak ayrilmislardir.
P. armeniaca x linearis ve P. armeniaca bireyleri biitiin agaglarda birbirine baglanmis
durumdadir. Maximum likelihood ve neighbour-joining agaclarinda bu gruba P.
armeniaca x nissolii (1257) melezi ve P. kurdica’nin (1602) olusturdugu grup da

baglanmis ve bunlar Gymnophlomis alt seksiyonuna ait olduklar1 halde Dendrophlomis
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alt seksiyonuna ait bireylerin olusturdugu gruba distan baglanmistir. P. armeniaca x
nissolii (1257) ve P. kurdica (1602) UPGMA agacinda birbirlerine baglanmadan,
birbirleri ardina dis gruptan sonra baglanmislardir (Sekil 3.4-3.7).

P. capitata x nissolii melezleri (1382 ve 1694) P. nissolii (1932), agaglarin hepsinde
birlikte gruplanmiglardir. Bu bireylerin olusturdugu grup, maximum parsimoni,
maximum likelihood ve UPGMA agac¢larinda biiyiik soy hatlarinin olustugu dalin diger
ucunda yer almistir. UPGMA agacida bu gruba P. kurdica (1564) da baglanmustir.
Neighbour-joining agacinda, P. kurdica (1564) ve P. kurdica x oppositiflora (1985-10A)
nin olusturdugu grup da bu gruba baglanmis ve Gymnophlomis alt seksiyonuna ait
bireylerin toplandig1 grupta yer almislardir (Sekil 3.4-3.7).

Buradan sonra bireylerin iki biiyiik gruba ayrildigi goézlenmektedir. Bu gruplar
Gymnophlomis ve Dendrophlomis alt seksiyonlarma ait tiirler iki grup olusturmus ve

cogunlukla bir arada toplanmislardir.

P. kurdica (1564), P. kurdica x oppositiflora melezleri (1985-10A ve 1985-25) ve P.
capitata (1334) maximum parsimoni ve maximum likelihood agaglarinda bir grupta yer
almiglar ve Gymophlomis alt seksiyonuna ait tirlerin birinci dahni olusturmuslardir.
Neighbour-joining agacinda P. kurdica ve 1985-10A (P. kurdica x oppositiflora) kodlu
melezin olusturdugu grup, P. capitata x nissolii melezleri ve P. nissolii’nin olusturdugu
grupla birleserek birinci dalda yer alirken, 1985-25 (P. kurdica x oppositiflora) kodlu
melez ve P. capitata ikinci daldaki bireylere sirasiyla birbirlerinden bagimsiz olarak
baglanmiglardir. UPGMA agacinda ise P. kurdica, P. capita ve P. capitata x nissolii
melezlerine baglanmig, P. capitata bagimsiz olarak dallanmis ve P. kurdica x

oppositiflora melezleri ayr1 bir monofiletik grup olusturmuslardir (Sekil 3.4-3.7).

P. physocalyx x oppositiflora (1958-24), P. physocalyx (1962) ve P. oppositiflora (1988)
biitlin agaclarda birlikte yer almiglardir. Maximum likelthood ve UPGMA’da ayr1 bir
dalda gruplanmisken, maximum parsimoni agacinda P. oppositiflora x linearis (1201)
melezi ve P. capitata iiyelerinin (198416 ve 1750) olusturdugu gruba baglanmus,
neighbour-joining agacinda ise bu gruba P. capitata (198416) baglanmis ve

olusturduklar1 bu grup baska bir grupla birlesmistir (Sekil 3.4-3.7).
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P. oppositiflora x linearis (1201) melezi neighbour-joining agacinda P. oppositiflora
(1961), maximum parsimoni agacinda P. capitata (198416 ve 1750), maximum
likelihoodda P. kurdica’ya (1989) baglanmis ve UPGMA’da bagimsiz olarak
dallanmustir (Sekil 3.4-3.7).

Maximum likelihood ve neighbour-joiningde P. nissolii (1739) ve P. capitata (1750)
monofiletik bir grup olusturmustur. Neighbour joiningde P. linearis (1335) ve P.
nissolii (1739) de monofiletik bir grup olusturmustur (Sekil 3.4;3.6).

P. kurdica x capitata (1600) melezi biitiin agaglarda bagimsiz dallanmis, herhangi bir P.
capitata ya da P. kurdica tiiriinden bireye baglanmamustir.

Diger ana grup incelendiginde ¢cogunlukla Dendrophlomis alt seksiyonuna ait odunsu

bireylerden olustugu goriilmektedir.

P. bourgaei x grandiflora (1274) ve P. lycia (1508) biitiin agaglarda birbirlerine
baglanmiglardir. P. bourgaei (1272), P. bourgaei x grandiflora (1274-35), P.
grandiflora (1278-1), P. lycia (1280), P. bourgai x chimera (1676) biitiin agaclarda bir
dalda gruplandigi goriilmektedir. Maximum parsimoni agacinda bu gruba P. lunariifolia
(1280) de eklenmistir (Sekil 3.4-3.7).

P. bougaei x chimera (1524), P. chimera ornekleri (1677 ve 1522) ve P. bourgaei x
lycia melezleri (1504 ve 1262) maximum likelihood, neighbour-joining ve UPGMA
agaclarinda bir grup olusturmuslardir; maximum parsimoni agacinda ise P. chimera
ornekleri 1262 kodlu P. bourgaei x lycia meleziyle birlesmis, P. bourgai x lycia (1504)
ve P. bourgai x chimera (1524) melezleri onlarin i¢inde bulundugu gruba tek tek
disaridan baglanmiglardir. P. bourgaei x lycia melezlerinin atalarndan en az birine

baglandig1 gézlenmemistir (Sekil 3.4-3.7).

P. lunariifolia x monocephala (1226), P. leucophracta x lunariifolia (1529), P.
leucophracta (1527), P. lunariifolia (1526) ve P. leucophracta x lunariifolia (1530)
maximum likelihood ve neighbour-joining agaclarinda birlikte gruplanmislardir.
Maximum parsimoni agacinda, P. leucophracta (1527), P. leucophracta x lunariifolia
(1530) meleziyle; P. lunariifolia x monocephala (1226), P. leucophracta x lunariifolia

(1529) meleziyle baglanmis, P. lunariifolia (1526) tek basina baglanmis ve bunlar ayri
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gruplarda yer almustir. P. lunariifolia x monocephala ve P. leucophracta x
lunariifolia’ya, Gymnophlomis alt seksiyonuna ait P. armeniaca x nissolii (1257) ve P.
kurdica (1602) baglanmis ve onlarala birlikte Dendrophlomis alt seksiyonuna ait
bireylerin olusturdugu ana grupta yer almistir. UPGMA agacinda ise P. lunariifolia x
monocephala ve P. leucophracta x lunariifolia nin olusturdugu monofiletik grup distan
dallanmis, P. leucophracta, P. leucophracta x lunariifolia ve P. lunariifolia
birbirlerinden bagimsiz dallanmis ve Dendrophlomis alt seksiyonuna ait bireylerin

olusturdugu ana grupta yer almiglardir (Sekil 3.4-3.7).

Albaladejo ve arkadaklarmnin 2005°te yaptig1 ¢alismada Ispanya’da 5 farkli Phlomis
taksonunda ITS markirlar1 ve kodlanmayan kloroplast DNA bdlgesine dayali olan
molekiiler calismada ITS ve kloroplast DNA bolgesine dayali bulgularin celistigi, ITS
ve morfolojik 6l¢iim sonuglarimin benzer oldugu goézlenmistir. ITS bolgesinin tersine,
plastid DNA markirlarinin taksomik degil, cografik dagilim Ornegi gosterdigi

belirtilmistir. Bu ¢calismada trnT-trnL bolgesinde indel bulunamamustir [17].

Carrodus’un yiksek lisans tezinde ITS’in yetersiz kaldig1 noktalar cpDNA trnT-trnL
bolgesi analizi ile ¢O6ziimlenmistir [110]. Yeni Zelanda’nin farkli lokalitelerinden
Pittosporum Banks & Sol. cinsine ait 25 taksonunun incelendigi bu tezde, trnT-trnL
bolgesinde 7 adet indel bulunmustur. trnT-trnL bdlgesi 689 bg uzunlugunda ve ortalama
% 25,8 G+C igerigi ile A+T’ce zengindir. 16’s1 parsimoni olarak bilgi iceren toplamda
20 degisken karakter bulunmustur. Bu c¢alismada trnT-trnL bolgesi uzunlugu
hizalanmadan 6nce ortalama 730 ve hizalandiktan sonra ortalama 790°dir ve diziler
bosluk (gap) igermektedir. 1568 R dizisinde 643-905 bazlar1 arasinin heterozigot indel
olma ihtimali oldugunu belirlemistir (Skor: 25 (p: 18 baz; q=12) (b:18 baz; g=14)).
trnT-trnL bolgesinde 19’u parsimoni olarak bilgi iceren 73 degisken bolge vardir ve

toplam mutasyon sayis1 (Eta) 76°dir. Ortalama % 31 G+C orani1 ile A+T’ce zengindir.

Barber ve arkadasglarmin 2002’de 32 Sideritis L. (Lamiaceae) turinde cekirdek ve
kloroplast dizi analizlerine dayanan galismalarmda trnT-trnL bdlgesi hizalanmadan dnce
700 bg, hizalamadan sonra 1114-1195 b¢ uzunlugunda oldugu ve 76 karakterin
filogenetik agidan bilgi icerdigi ve dizilerde 52 indel oldugu bulunmustur [111].
Yapilan filogenetik analizlerde otsu bireylerin monofiletik grup olusturmamas: bu

grubun seksiyonel ayrilmasinda sorun olusturmustur. Tek yillik bireylerin smirli sayida
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ornekle calisilmasi caligmanin saglam ¢ikarimlara gitmesine izin vermemis, tek yillik
bireylerin kendi igerisinde ve odunsu bireylerle olan iligkilerinin acikliga
kavusturulabilmesi i¢in daha kapsamli 6rnekleme gerektigi belirtilmistir. Bu ¢aligmada
ayni tiire ait farkli bireylern filogenetik agacta farkli konumlandig1 goriilmiistiir. Bizim
calismamizda, otsu bireylerden bir grup odunsu bireylerin olusturdugu gruba disaridan
baglanmistir. Gruplarda farkli altseksiyonlara ait bireyler olmasa da, disaridan
baglanarak olmus ve bu ¢alismaya benzer sekilde ayni tiire ait farkli bireyler yan yana

konumlanmamustir.

Filogenetik agaclar melezlesme gibi bazi evrimsel olaylar1 gostermede yetersiz kalirlar
ve catisan sonuglar gosterebilir. Bu calismada yapilmis olan filogenetik analizlerdeki
tutarsiz sonuglar1 gozlemleyebilmek agisindan filogenetik network analizleri yapilmustir.
Filogenetik network analizleri retikiilat grafikler kullanmasi nedeniyle evrimsel iliskileri
daha iyi temsil edebilmektedir. Bu baglamda yapilan neighbour-net ve median-joining
analizleri incelendiginde, bu grafiklerde olugsmus olan kutucuklar (netted area)

orneklerimizin evrimsel tarihinde retikulat olaylarin varligmi gostermektedir.

Neighbour-net analizi incelendiginde orneklerin ikiye ayrildigi agik¢a goriinmektedir.
Ust tarafta Gymnophlomis seksiyonundan iiyeler arasinda retikulat olaylar
gerceklesmistir. Grafigin alt tarafinda odunsu bireyler arasinda yatay kenarlar vardir.
Gymnophlomis altseksiyonuna bir grubun Dendrophlomis altseksiyonuna ait bireylerle
daha fazla ortak ge¢mis paylastigi goriilmektedir. Bu grubun Uyeleri filogenetik

agaclarm bazilarinda odunsu bireylere baglanmis gruptur.

Median-joining analizi incelendiginde orneklerin analizlere paralel olarak 3 noktada

gruplandigi goriilmektedir (Sekil 3.10)

Network analizleri melezlesme bakimindan incelendiginde bazi melez bireylerin
atalariyla baglantili oldugu ve bazi melezlerin atalar1 olmayan tiirlerle baglandigi
gorulmektedir. Genel tablo filogenetik agaglarla benzerlik gostermektedir (Sekil 3.8-
3.9).

P. physocalyx x oppositiflora, P. kurdica x capitata, P. capitata x nissolii, P. armeniaca
x linearis, P. bourgai x chimera, P. bourgai x grandiflora, P. leucophracta x lumarifolia,

P. lunariifolia x monocephala atalarindan en az biri ile yatay kenarlarla baglanmistir.
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P. oppositiflora x linearis, P. armeniaca x nissolii, P. bourgai x grandiflora filogenetik

agaclara baglandiklar1 bireylerle aralarinda daha fazla retikulat olay oldugu gozlenmistir.

Kloroplast DNA’smin tohumlu bitkilerde kalitiminin maternal oldugu disiiniilmekteydi.
Hansen ve arkadaslarmm Passiflora’da kloroplast kalitiminin hangi ebeveyne ait
olduguna aciklik getirmek igin yaptiklar1 c¢alismada Southern Blott ydntemini
kullanmiglar ve bu cinste kloroplast DNA kalitimmin sadece maternal degil, ayni
zamanda bazi bireyler i¢in paternal ve bipaternal oldugu sonucuna varmislardir [27].
McCauley ve arkadaslar1 Silene vulgaris (Caryophyllaceae) tizerine yaptiklari
PCR/RFLP galismada kloroplast genomunun sadece maternal kalitilmadigi gozlenmistir
[28]. Bu calismada bireylerin kloroplast DNA’sinin hangi ebeveynden ya da her

ikisinden mi geldigi sorusunu yanitlayacak yeterli veri yoktur.

Morfolojik verilerle olusturulmus phylogram agaci ve network sekli, incelenen Phlomis
tiirlerinin evrimsel tarihinde retikiilat olaylarin varligina isaret etmektedir. Diyagramlar
incelendiginde molekiiler veri sonucglarinin yani sira morfolojik sonuglarda da bazi
melez bireylerin atalarindan en az birine baglanirken, bazi melez bireylerin atalarindan
her ikisi de olmayan bir tiire baglandigmi gostermektedir. Morfolojik verilerle
olusturulan phylogram agacinda bireyler gruplanarak dallanmistir. Ancak bu
dallanmalar yer yer ata birey—melez eslesmesi ve alt seksiyonlara uygunluk gosterirken,
bazi melezlerin atalarindan herhangi biri olmayan bir bireye baglandigi ya da bazi
bireylerin ait olmadiklar1 alt seksiyona ait bireylerle birlikte gruplandigi gézlenmistir.
Ornegin, Manhattan mesafesi degerlerine gore olusturulan phylogram agacinda P.
leucophracta x lunariifolia (1529) ata bireylerinden herhangi biri olmayan P.
capitata’ya (1984) baglanmustir. 1530 kodlu P. leucophracta x lunariifolia melezi ise
diger altseksiyondan bir gruba tabandan baglanmistir. P. bourgaei x chimera (1524)
melezi odunsu bireylerden olusan Dendrophlomis alt seksiyonuna aitken,
Gymnophlomis alt seksiyonuna ait sar1 gigekli ve otsu P. linearis (1335-1) ve P. kurdica

(1989) tiirlerinin olusturdugu monofiletik gruba tabandan baglanmistir (Sekil 3.1).
4.2. Sonug ve Oneriler

Sonug olarak, Phlomis cinsine ait 6rneklerde yapilmis olan kloroplast DNA’s1 trnT-trnL
bolgesi analizi, Orneklerin genellikle altseksiyonlarina uygun olarak gruplandigini

gostermektedir. Dis grubun ayriliyor olmast markirm cins diizeyinde ayrim
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yapabilecegini gostermektedir. Melezlerin bir kism1 morfolojik olarak atalar1 varsayilan
tiirlerle bir arada gruplanirken, atalariyla bir arada gruplanmayan melez Grnekleri de
mevcuttur. Network analizleri 6rneklerimizin evrimsel tarihinde retikilat olaylar
olduguna isaret etmektedir. Filogenetik agag ve filogenetik network analizleri pararlellik

gOstermektedir. Morfolojik veriler de molekiiler verilerle paralellik gostermektedir.
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1201-2 57 |5 |55(4|9 |1]|2 |7 |4 |7 |06]2 1 |5 |02]1 1,5/1(0 |13
1226-2 2551 33 (1(12 |2 |31 (14|21 |35(|35(1,2(1(1,2|1,3|0|1 |1
1257 46 |11|6 |2 |7 |13 |6 1,216 (042 1 |0(0 |1]3
1262-1 41 |2 |65|2 |5 |12 ]2 45 |1,8|3 1,213 (042 1,210(0 |12
1272 22 |2 |55| |5 2 |2 2 [25(5 [0,7]2 1,5/1(0 |23
1274 20 |2 |5 |3|8 |1]3 |4 1,5/1(0 |23
1274-2 38 |2 |7 |2]9 |1]|5]5 35/5 [08]2 1,8|1(1 |23
1278-1 51 |2 |8 6 24|5[15/4 |7 |15|3 1,6/1]0 |13
1280-1 39 |2 |9 3 1,82 (05(25|25[14|1]05[1,1{0(0 |12
1334 22 |5 [28]2 |3 13 3,2 11 |1 [2,2]/06]1]05[/08[0[0 |0
1335-1 31 |3 (3 |2|7 |1]|1|6 |6 |6 |1,1|1|25|2 |65|04|1|1 |1 [1(0 |12
1363-1 33 |3 |75(/3|10|0(|2 |3 |1 |05 |1,4|1|1 |27|8 |04|1|05[12| (1 |22
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1538-2 50 (2 [10 {2 |5 (1|2 |2 |1 |6 |04|4|15|3 |55/12(2 |1 |1 [0|0 [1]2
1541-1 34 |2 |45]2|6 |12 |5 |3 |4 |25]|3|2 |25]4 |1 |2 1,5/1]0 |13
1564 54 |6 |4 |2|8 |1]|4|7 |3 |9 |15]|4|8 |15|5 |05]|3 2 (1)1 ]2]2
1600 39 |7 |35|3|7 |2|3|5 |4 |6 |2 |3|15|2 [35/08]|2 1,5/1(1 |03
1602 53 |5 |45|4|8 |2|5|7 |2 |8 |08|3|2 |2 |45/06]|3 1,30 |1 3
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OZGECMIS

Kisisel Bilgiler

Ads, Soyadr: Fadime Oztoprak

Uyrugu: Tirkiye (TC)

Dogum Tarihi ve Yeri: 27 Mayis 1986, Sarkisla
Medeni Durumu: Bekar

Tel: +905546121530

email: fadimeoztoprak@gmail.com

Yazigsma Adresi:

Egitim

Derece Kurum Mezuniyet Tarihi
Lisans EU FEF Biyoloji 2008

Lise Sarkisla Anadolu Lisesi 2004

Is Deneyimleri

Yil Kurum Gorev

2012 - 2014 Ozel Side Anadolu  Yardimci Saglik Personeli
Hastanesi

Yabanc Dil

Ingilizce
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