HYPERICUM L. (HYPERICACEAE) CiNSINE AiT DROSANTHE
(SPACH) ENDL. SEKSiYONUNUN KLOROPLAST GENOMUNUN

KODLANMAYAN “trn” BOLGELERINE GORE

KARSILASTIRMALI FILOGENETIK ANALIZi

Giilden DOGAN
Doktora Tezi
Biyoloji Anabilim Dah
Damsman: Prof. Dr. Eyiip BAGCI

SUBAT-2013



T.C
FIRAT UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU

HYPERICUM L. (HYPERICACEAE) CiNSINE AiT DROSANTHE (SPACH) ENDL.
SEKSIYONUNUN KLOROPLAST GENOMUNUN KODLANMAYAN “trn”
BOLGELERINE GORE KARSILASTIRMALI FILOGENETIK ANALIZi

DOKTORA TEZi

Giilden DOGAN
(091110202)

Tezin Enstititye Verildigi Tarih : 28/01/ 2013
Tezin Savunuldugu Tarih : 15/02/2013

Tez Damgmans: Prof. Dr, Eyip BAGCI(F.Ay = ] 3 L
)

I. ']
] s
o
|

Diger Jiiri Cyeleri: Prof. Dr. Harun EVREN (F.07)
II
Dog. Dr. Sertag ONDE (ODTD) ———- L —
Dag. Dr. Mustafa KARATEPE (F.01) Jﬂﬂéﬁjw{?ﬁ‘
K
F )
|

¥rd. Dog. Dr. Mehmet TUZCU (R0 | I: 3
Wdi H‘F

SUBAT-2013



ONSOZ

Tez konusunun se¢imi ve c¢aligmalarimin yonlendirilmesi konusunda desteklerini
esirgemeyen damigman hocam saym Prof. Dr. Eylip Bagci’ya tesekkiirlerimi sunarim.
Calismamim her asamasinda biiyiik destek saglayan Orta Dogu Teknik Universitesi Biyolojik
Bilimler Boliimii 6gretim {iyesi saymn Prof. Dr. Zeki Kaya hocama ve onun ¢aligma ekibinde
yer alan Ars. Gor. arkadaslarim Asli Ozdilek, M. Alev Ates ve Aysun Giirsoy’a tesekkiirii bir
bor¢ bilirim. Calismalarm biiylik kisminin Ankara’da yliriitiilmesi sirasinda gostermis oldugu

anlayistan 6tiirli saym boliim baskanimiz Prof. Dr. Harun Evren’e saygilarimi sunarim.

Tez yazim asamasinda destegini ve yardimini esirgemeyen arkadasim Yrd. Dog¢. Dr. Ebru
Yiice’ye, Ars. Gor. arkadaslarim Emel Aydin ve Hasan Gengoglu’na, doktora 6grencisi Azize
Demirpolat’a, ayrica ¢alismalarima maddi destek saglayan FUBAP birimine de tesekkiir

ederim.

Hayatimin her asamasinda yanimda olup, desteklerini hi¢cbir zaman esirgemeyen sevgili
anne ve babama, esime siikranlarimi sunarken, tez bitene kadar gosterdikleri sabir ve

anlayistan otiirti canim ¢ocuklarimi da sevgiyle kucaklarim...

Giilden DOGAN

ELAZIG-2013



ICINDEKILER

00051 0 /2 I
ICINDEKILER ... ceeereeirrerenessesesensesessssesessssssssessssssesessasssesessasssesssssssssssssssesessassssns I
OZET auuoreiiineiiisntecsneissssescsssessssssissssssssssstsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasssssasss \%
SUMMARY ..eiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiitiiiiiiittietittuttttattesesatssssesesssssssssssssnssssessnsssssms VI
SEKILLER LISTEST...uuivuiitiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeierieereeteerneeseerneeserssesessesans VIl
TABLOLAR LISTESI.....cooiiiiiiiiiiiiteenttnectccceceeeeeeeee e VIII
KISALTMALAR LISTESI cccuvuiiiiiinninininininincncncscssssssssssssssssssssssssssssssssssssens IX
LuGIRIS eorreeereecernencesesesessesessssesesssssesessasssesssssssessassesessassesessassssssssassessasasesessans 1
1.1. Genetik Bilimi ve TarthGesi ....coeeeeeeeeeeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 1
1.2. DNA ve KromOZOMIAT........ccoiiiiiiiiiiiiiiieiitee et e e 3
1.3. DNA Dizilemesi V&€ GENOMIK ...........oeireiieiiiiiiiiiiiieeeeeeiiiiiieeeeeeeeeesenrereeeeeeeeeseneaneneees 4
1.4. Bitki Sistematiginde Molekiiler Gelismeler..............ooovviiiiiiiiiiieiiiiiiiiieee e, 4
1.5. Sistematikte Kullanilan Belirtegler (Markorler).........coooveviiiiiiiieeeiiniiiiieeeeeee, 6
1.5.1. Morfolojik BEIIItECIET . .ceeeeeeeiiiiiiiiieeee et e e e e e e e 6
1.5.2. Biyokimyasal BEIIteCIET........c.uuvviiiiiieeeeeiiiiiiiee et e 7

| BT T D\ AN 2153 § 1y £ee] (<) o PO 7
1.6. Molekiiler MarkOr YONtEMICTT ........uvviiiiieeiiiiiiiiieeee et 8

1.6.1. RAPD (Randomly Amplified Polymorphic DNA=Rastgele Cogaltilmis Polimorfik
DN A ) ettt ettt e et e e ettt e e ettt e e et e e e e 9

1.6.2. AFLP (Amplified Fragment Lengt Polymorphism=Cogaltilmig Fragment Uzunluk
POIMOTTIZIN) ..etiiiieieeeceeeee e e e e e et e e e e e e e e neaaraeaeeeaeeeennnnns 11

1.6.3. RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism=Restriksiyon Par¢ca Uzunluk

POIMOTTIZIN ) 1eviiiiiieeieeee e e e e e e e e e e e e e eaaraeaaeeeeeeennnnes 12
1.6.4. Mikrosatellit veya SSR (Simple Sequence Repeats=Basit Dizi Tekrarlari) ................. 13
1.6.5. SRAP (Sequence Related Amplified Polymorphism=Dizi iliskili Cogaltilmus

o) 110010 ) o 574 1o ) USSP OPPUPRR 14
1.6.6. ISSR (Inter Simple Sequence Repeats=Ara Basit Dizi Tekrarlart).............cccooceenis 14
L.6.7. MIKTOAITAY ....ceeeeeeiiiiiiiiieeeeeeeeeiitt et ee e e e e ettt eeeeeeeeessnsasaaeeeeeeeesssnssssaaaaeeseessnnsnssneees 15



1.6.8. SNPs (Single Nucleotide Polymorphisms=Tek Niikleotid Polimorfizimleri) .............. 16

1.7. Bitki Genom Kaynaklari ve OzelliKIETi .............coceveviiereeeieieeeeeeeeeeeeeee s 16
1.7.1. Niiklear DNA (NI DINA).....ciiiiiieiiie ettt et e 16
1.7.2. Mitokondrial DNA (Mt DINA)......uutiiiiiieiiiiiitee et e e e e e e e e e e e e e e e eeaneeeees 17
1.7.3. Kloroplast DNA (CP DINA) ...eeeiiiiiiiiieeeeeeeeee ettt e e e e e et e e e e e e e e eaneeeees 17
1.7.3.1. Kloroplast DNA’nin Transfer Riboniikleik Asit BOIgesi........ccoooueeeiiniiiiiiiniiinennns 19
1.7.4. Bitki Genomlari Ile Tlgili Bazi CaliSmalar.............c.occooeveveiereeeeeeieeeeeeee e 21
1.8. Hypericaceae Juss. Familyasi Ile I1gili Genel Bilgiler .............ccocooevvviiieeieriirennnn, 23
1.8.1. Hypericaceae Familyasinin FIloZENIST........c.uuvviiieeeieiiiiiiiiiiieee e 25
1.9. Hypericum L. Cinsi Ile I1gili Genel Bilgiler .............cocvoeveviieeeeeeeieeeeeeeeseeeevees 28
1.10. Hypericum L. Cinsi Drosanthe (Spach) Endl. Seksiyonunun Ozellikleri ..................... 34
.11, CaliSmanin AMACT .....cccoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e e e e e e e e aas 41
2. MATERYAL Ve METOT.....uuciinniiiirniiissnencssneiissssnsssssssssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnns 42
2.1. Bitki Materyallerinin Elde EAIIMesi.........cccooiiviiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeee e, 42
2.2. Yapraklardan DNA [Z0IaSYONU ...........cccooviviiiriiieieeeeeceee e 48
2.3  DNA OIGUIMIL ...ttt enne 50
2.4. On Denemeler ve Kloroplast DNA nimn t-RNA Bélgesinin Cogaltilmast........................ 50
2.5. PCR’da COZaItMA ........uviiiiiieeeeeiiiiiteee et e e et e e e e e e e et e e e e e e e e e nnnennaeeas 51
2.6. PCR Uriinlerinin GOZIENMESi. ........cc.cvevevieeeerieiieeeeeeceeeeeeeeeeeeeee e 53
2.7. Kloroplast DNA’nin t-RNA Boélgesinin Sekanslanmast............c.coevvveiiiiiieeeeeeenncnnnnen. 53
2.8, VerTm ANANZICTT...ceiiiiiiiiiiiiiiiee et et e e e e 55
3. BULGULAR ....uuuiiiteiiineticetecsnescsnttssssttssssstsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssns 56
3.1, DNA IZOIASYONU ..ottt eaeeaene e 56
3.2. Kloroplast DNA’nin trnL-trnF Bolgesinin Cogaltilmast ..........ccccvvvvivieeeeeiiiiiiiiieeeeen. 58
3.3. Kloroplast DNA’nin trnL-trnF Bolgesinin Sekans Analiz Sonuglart.............cccvveeeeeen. 59
3.4, Verm ANANIZIETT.cooouiiiiiiiieieee et 59
3.4.1. Kloroplast DNA’nin trnL-trnF Bolgesinin Niikleotid Kompozisyonu ........................ 60
3.4.2. Bireyler Arasindaki Molekiiler Cesitlilik Parametreleri...........ccccvvvvvieeeeeenniciiiiieennnnn. 62
3.4.3. Bireylerin Gruplandirilmasi ve Gruplar Arast Uzaklik ( Distance) Analizi............... 66



3.4.4. Bireyler Arasindaki Filogenetik Iliskilerin Belirlenmesi...............coccocveveeevererveeenenenn. 67

4. SONUCLAR VE TARTISMA .....cvovuereererrresesesesssesssessssssessasessssssesssssssssssssssessssssassseses 71
KAYNAKLAR......cvoveenerreesesesesssesesesssesesssssssssssssssssssesssesssssssssssesssssessssssssesssssesssssssssseses 83
20 2 ) 0] 2 SO 94
OZGECMIS



OZET

Angiosperm’lerden Malpighiales ordosuna ait Hypericaceae familyasinin 9 cinsinden biri de
Hypericum’dur. Igerdigi hyperisin ve pseudohyperisin gibi maddelerden dolay1 antibakteriyel,
antimikrobiyal, antidepresan ve antioksidan aktivitesine sahip olan Hypericum cinsi tibbi bir bitki
olarak kabul gormiistiir. Ayrica cins, i¢erdigi ugucu yaglar nedeniyle de potansiyel tat ve koku
endiistrisinde 6nemli bir hammadde kaynagi olmustur. Son zamanlarda cins igindeki akrabalik
iliskilerini daha ayrintili bir sekilde otaya koymak, morfolojik benzerlik ve farkliliklardan kaynaklanan
taksonomik sorunlara yeni bir bakis acis1 getirmek ve birbirine yakin oldugu belirtilen taksonlar
arasindaki taksanomik sinirlar1 belirlemek ve mevcut problemleri gidermek amaciyla, cins iizerinde
yapilan molekiiler ve filogenetik tabanli caligmalar hiz kazanmustir.

Bu calismada, diinyanin degisik bolgelerinde ve Tiirkiye’de dogal yayilis gosteren Hypericum L.
cinsi Drosanthe (Spach) Endl. seksiyonu iiyelerinin kloroplast genomundaki kodlanmayan transfer
riboniikleik asit bolgesinin (##nL-F) dizi analiz bilgileri kullanilarak, seksiyon igindeki taksonlarin
birbirine olan genetik yakinlig1 ve uzakliginin belirlenmesi, taksonlar arasi akrabalik, sistematik ve
filogenetik iliskilerin ortaya ¢ikarilmasi amaglanmistir. Bu seksiyona ait 9 takson endemik olup, 20
taksona ait 58 bireyin yapraklarindan DNA izolasyonu, t7nL-F bolgesinin e-f primerleri kullanilarak
PCR’da ¢ogaltilmas1 ve sekans diziliminin belirlenmesi gergeklestirilmistir. Elde edilen verilerin
istatistiksel degerlendirmeleri Mega 5.1 programu kullanilarak yapilmig ve Maksimum Likelihood
yonteminden yararlanilarak da filogenetik aga¢ hazirlanmistir.

Caligilan bireylerin T, C, A ve G bazlarimin oranlar1 bakimindan birbirinden ¢ok farkli olmadigi,
baz kompozisyonlarinin hemen hemen benzer oldugu, bireylerdeki A-T oranin % 69,3 ve G-C
oraninin % 30,7 oldugu, yani bireylerin A-T’ce daha zengin oldugu belirlenmistir. Ayrica, korunmus
bolge (C) sayisinin 162, varyasyonlu bolge (V) sayisinin 6, bilgi verici bolge (Pi) sayismin 6,
homolog baz ¢ifti (ii) sayisinin 144, transitiyonal (si) ve transversiyonal (sv) ¢iftlerin sayisinin 1
oldugu, birden ¢ok grup arasinda uzaklik degerinin bulunmadigi (0.00) ve en yiiksek uzaklik degerinin
ise Grup 11 (H. helianthemoides) ile Grup 21 (H. kamtschaticum) arasinda oldugu (0.05) tespit
edilmistir. Gruplar arasindaki niikleotid ¢esitliligi ve standart hata da (SE) 0.01 olarak bulunmustur.

trnL-F bolgesinin sekans diziliminden yararlanarak hazirladigimiz filogenetik agaca gore
Drosanthe seksiyonu liyelerinin polifiletik bir grup olusturdugunu séylemek miimkiindiir. Morfolojik
olarak birbirinden oldukca farkli bir profil ¢izen seksiyon iyelerinin ¢aligilan molekiiler bolge
bakimindan da farkli kladlarda yer almasi taksonlar arasindaki yiiksek farklilik oranlarini

dogrulamaktadir.

Anahtar Kelimeler: Hypericum, Drosanthe, Kloroplast DNA, trnL-F Bolgesi, Polifiletik.



SUMMARY

PHYLOGENETIC ANALYSIS OF DROSANTHE (SPACH) ENDL. SECTION
BELONGS TO HYPERICUM L. (HYPERICACEAE) GENUS BY COMPARING THE
NON-CODING “trn” REGIONS OF THE CHLOROPLAST GENOME

Hypericum L. is one of the nine genus of Hypericaceae family belongs to Malpighiales
ordo in Angiospermae. It has been accepted as a medicinal plant since it has antibacterial,
antimicrobial, antidepressant and antioxidant activities due to the presence of hypericin and
pseudohypericin. In addition, it has been an important raw material in the flavour and
fragrance industry as it contains essential oils. Recently, molecular and phylogenetic study of
the genus has been accumulated to find out detailed intrageneric relationships, to have a new
vision to the taxonomic problems arise from the morphologic similarity and differences, to
identify the taxonomic delimitation between the taxons defined to be close to each other and
to eliminate the present problems, as well. In this study, it is aimed that to determine the
genetic distances of Drosanthe (Spach) Endl. Section in Hypericum genus naturally
distributed in different places in the World and also in Turkey, the infrageneric relationships
and systematic and phylogenetic relationships by using non-coding transfer riboniicleic acid
region (trnL-F) of chloroplast DNA sequence informations. DNA isolation fom the leaves of
58 individuals of 20 taxa, 9 taxa are endemic in the section, amplification of #rnL-F region
using e-f primers by PCR, and the identification of the sequence arrengement was carried out.
The DATA was statistically evaluated by using Mega 5.1. software and phylogenetic tree was
made by Maximum Likelihood method.

The studied individuals are found not to have very different ratios of T,C,A and G bases,
and they are identified to have similar base composition. A-T ratio of the individuals is
69.3%, and G-C ratio is 30.7% that is meaning that individuals are A-T rich. Furthermore,
conserved region (C), variable region (V), informative region (Pi), identical pairs (ii),
transitional (si) and transvertional (sv) numbers are found as 162, 6, 6, 144, 1 respectively.
There is no distance value (0.00) between more than one group and the highest distance value
(0.05) is identified to be between Group 11 (H. helianthemoides) and Group 21 (H.
kamtschaticum). The nucleotide variety between groups and standart error (SE) are also found
as 0.01. According to the phylogenetic tree prepared by using the sequence of trnL-F region,
Drosanthe section members are likely to form a polyphletic group. The section members that
are considerably different from each other morphologically are present at different clades with
regard to studied molecular region conforming the high diversity rations between taxa.

Keywords: Hypericum, Drosanthe, Chloroplast DNA, trnL-F Region, Polyphyletic.
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1. GIRiS

Ulkemiz cografik konumu geregi zengin bir flora ve ¢ok degisik vejetasyon tiplerine
sahiptir. Tiirkiye’de tanimlanmis tohumlu bitki tiirii sayis1 ve endemizm orani oldukg¢a
yiiksektir. Bu tiir zenginligi Avrupa’nin baska higbir iilkesinde yoktur. Bu nedenle tilkemiz
bitki ¢esitliligi acisindan bir kita 6zelligi gostertir.

Diinyanin degisik bolgelerinde ve lilkemizde dogal yayilis gosteren Hypericaceae
familyasina ait Hypericum cinsi igerdigi bazi maddelerden dolay1 tibbi bir bitki olarak
kabul gormiis, ayrica bilinyesinde barindirdigi ugucu yaglar nedeniyle de tat ve koku
endiistrisinde bir hammadde kaynagi olarak yerini almistir. 9 cins ile temsil edilen
Hypericaceae familyasinin Hypericum cinsi toplam 591 taksona sahip oldukca biiyiik bir
cins olup, bu cins ile ilgili ¢ok sayida ¢alisma mevcuttur. Son yillarda yapilan bu

calismalarin molekiiler ve filogenetik tabanli oldugu dikkat cekmektedir.

1.1. Genetik Bilimi ve Tarihgesi

Genetik eski Yunanca’da “Genesis” (olusum-kdken) kelimesinden tiiremis olan bir
kelimedir ve kalitim bilimi olarak bilinir. Canlilarin 6zelliklerinin kalitsal oldugu bilinci ile
tarih 6ncesi ¢aglardan beri bitki ve hayvanlar 1slah edilmistir. Bununla birlikte, kalitimsal
aktarim mekanizmalarmi1 anlamaya g¢alisgan modern genetik bilimi ancak 19. yilizyilin
ortalarinda, Gregor Mendel’in ¢alismalariyla baslamistir. Genler DNA’da belli bolgelere
karsilik gelen kalitimin temel fonksiyonel birimleridir ve glinlimiizde modern genetigin ilgi
merkezidir (Weiling, 1991).

Mendel, bitkilerde kalitim 6zellikleri tizerine ayrintili calismalar yapmis, 1856 yilindan
itibaren ¢esitli bezelye (Pisum sativum) varyetelerine ait tohumlar1 toplamaya ve onlar1
manastir bahgesinde yetistirerek aralarindaki farklar1 incelemeye baslamis ve 10 yil siiren
gdzlem ve deneylerinin ardindan, bu c¢alismasmm 6nemli bulgularmi “Versuche Uber
Pflanzenhybriden” (Bitki melezleri tlizerinde denemeler) adli iinlii inceleme yazisinda
yaymlamistir (Mendel, 1866). O tarihlerde DNA, kromozom, mayoz bdliinme gibi
kavramlarm heniiz ortaya konmamis oldugu ve bilinmedigi goz Oniine alindiginda,
Mendel’in sadece fenotipik (gozlenebilen) karakter ayriliklarina gore yapmis oldugu

degerlendirmelerin son derece basarili oldugu sdylenebilir.



Mendel’in ¢aligmasinin yeniden kesfinin ve popiiler hale gelisinin ardindan, DNA
molekiiler temelini giin 1518ma ¢ikarmaya yonelik bircok deney yapilmistir. Beyaz gozlii
Drosophila (meyve sinegi) iizerindeki gozlemlerinden yola ¢ikan Thomas Hunt Morgan
1910°da genlerin kromozomlarda yer aldigini ileri slirmiis ve 1911°de mutasyonlarin
varligin1 ortaya koymustur. Morgan'in 6grencisi Alfred Sturtevant ise genetik baglanti
fenomenini kullanmig ve 1913°de genlerin kromozom boyunca birbirini izleyen dizilisi ve
diizenini gosteren, ilk “genetik harita’y1 yaynlamistir (Moore, 1983).

Onceleri kromozomlarin genleri icerdikleri ve protein ile DNA’dan olustuklar:
bilinmekteyse de, kalitimdan hangisinin sorumlu oldugu heniiz bilinmemekteydi. 1928°de
Frederick Griffith’in transformasyon fenomenini ag¢iklamasindan 16 yil sonra 1944°de,
Oswald Theodore Avery, Colin McLeod ve Maclyn McCarty transformasyondan sorumlu
molekiiliin DNA oldugunu ispatladilar. 1953’de James D. Watson ve Francis Crick DNA
molekiiliiniin sarmal bir yapisi oldugunu yani bir niikleotit dizisinin diger iplikgikte
tamamlayici esleri oldugunu ileri siirdiiler. Bu yapi, niikleotitlerin siralanmalariyla genetik
bilginin saklanabilecegini gostermekle kalmadi, ayni zamanda iki iplik¢ik birbirinden
ayriginca, her iplik¢igin kendine es olacak yeni bir iplikcigin olusumu i¢in kendi dizisini
bir kalip olarak kullanabilecegini de gostermis oldu (Watson ve Crick, 1953). Bu son
durum kalitim siirecini agiklamaktaysa da, DNA’nin hiicre davraniglarin1 nasil etkiledigi
heniiz bilinmiyordu. Sonraki yillarda, bazi bilim adamlari, DNA’nm, ribozomlardaki
protein iiretim stireglerini kontrol mekanizmasini anlamaya ¢alistilar ve DNA’nin genetik
kodunun mesajc1 RNA (mRNA) ile okundugunu ve ¢6ziildiigiinti buldular. RNA, DNA’ya
benzer, niikleotitlerden olusmus bir molekiill olup, mRNA’nin niikleotit dizisi
proteinlerdeki amino asit dizisini olusturmak icin kullanilmaktaydi ve niikleotit dizisinin
amino asit dizisine c¢evirisi genetik kod araciligiyla gerceklesmekteydi. 1977°de Frederick
Sanger’in zincir sonlandirmali DNA dizileme yontemi bu alanda 6nemli bir gelisme olmus,
bu teknoloji ile DNA molekiillerinin okunmasi gergeklestirilmis ve 1983°de Kary Mullis
tarafindan gelistirilen polimeraz zincir tepkimesi ile de, DNA izolasyonu ve DNA
parcalarinin istenen bolgelerinin kolayca ¢ogaltilmasi saglanmistir (Sanger ve ark., 1977;

Saiki ve ark., 1985).



1.2. DNA ve Kromozomlar

DNA normal olarak sarmal bi¢imde dolanmis iki iplik¢ikli bir molekiildiir, ipligin
birindeki her niikleotit, karsit iplikteki niikleotit partneriyle bir ¢ift olusturur, yani A, T ile
G de C ile ¢ift yapar. Dolayisiyla iki iplik¢ikten her biri, tiim gerekli enformasyona sahip
bulunur, DNA’nm bu yapis1 kalitimim fiziksel temelidir. DNA ikilesmesinde, iplik¢iklerin
ayrismast ve her iplik¢igin yeni iplik¢ik esinin bir kalib1 olarak kullanilmasiyla, genetik
enformasyon kopyalanir.

Genler, kromozom denen DNA dizisi zincirleri boyunca dogrusal bir diizende
siralanmiglardir. Bakterilerde her hiicrenin basit ve dairesel bir kromozoma sahip olmasina
karsilik, bitki ve hayvanlarmm da dahil bulundugu 6karyot organizmalar, ¢oklu dogrusal
kromozomlar halinde diizenlenmis DNA’lara sahiptirler (Griffiths ve ark., 2000). Bir
kromozomdaki DNA, onu diizenleyen, sikistiran ve ona erigsimi kontrol eden yapisal
proteinlerle beraber, kromatin denen bir yap1 olusturur. Okaryotlarda kromatin genellikle
niikleozomlardan olusur, bunlar DNA iizerinde diizenli araliklarla yer alan, DNA'nin
etrafinda sarili oldugu, histon proteinlerinden olugsmus yapilardir (Alberts ve ark., 2002).

Bir organizmadaki kalitimsal malzemenin biitiiniine (yani genelde, tiim
kromozomlarindaki DNA dizilerinin tamamina) genom adi verilir. Haploit organizmalar
her kromozomdan yalnizca bir kopyaya sahip olmalarmna karsin, hayvanlarin ¢ogu ve
bircok bitkinin dahil oldugu diploitlerde, her kromozomdan iki kopya ve dolayisiyla her
genden iki kopya bulunur. Bir genin iki aleli, kardes kromozomlarda ayni “lokus”larda
(konumlarda) yer alir; bu alellerin her biri bir ebeveynden (biri anneden, biri babadan)
almmastir (Griffiths ve ark., 2000).

Genler, fonsiyonel etkilerini, genellikle hiicredeki fonksiyonlarn ¢ogundan sorumlu,
proteinlerin iiretimiyle ifade ederler. Proteinler amino asit zincirleridir ve bir genin DNA
dizisi (bir RNA araciliiyla) bir proteinin kendine has dizisini tiretmede kullanilir. Yazilim
(transkripsiyon) denilen bu siireg, genin DNA dizisine karsilik gelen diziye sahip bir RNA
molekiilii tiretmesiyle baslar. Ardindan, bu mesajc1 RNA molekiilii translasyon denilen bir
siregle, RNA dizisindeki enformasyona karsilik gelen bir amino asit dizisi liretmede
kullanilir. RNA dizisindeki her ii¢ niikleotitlik grup bir kodon olarak adlandirilir, bu
kodonlarin her biri proteinleri olusturan 20 amino asitten birine karsilik gelir. RNA dizisi
ile amino asitler arasindaki bu iligkiye genetik kod adi verilir. Bu enformasyon akisi tek

yonlii olur; yani enformasyon niikleotit dizilerinden proteinlerin amino asit dizisine



aktarilir, proteinden DNA dizisine aktarilmaz. Bu olgu Francis Crick tarafindan “molekiiler

biyolojinin merkezi dogmas1” olarak adlandirilmistir (Berg ve ark., 2002).

1.3. DNA Dizilemesi ve Genomik

Genetik calismalarinda gelistirilmis en temel teknolojilerden biri olan DNA dizilemesi,
arastirmacilara DNA parcalarindaki ntikleotit dizisini belirleme olanagi saglamaktadir.
DNA dizilemesi ucuzlastikga ve bilgisayarlarin da yardimiyla arastirmacilar, birgok
organizmanin genomunu dizilemislerdir. Bu teknolojiler, insan genomu i¢in de kullanilmis,
insan genomunun dizileme projesi 2003 yilinda tamamlanmistir. DNA dizileme
yontemleriyle belirlemeler sonucunda edinilen, ise yarar dizilemelerin miktarimin gitgide
artmasi, organizmalarin genom biitiinlerindeki arastirmalarda hesaplama aletleri ve analiz
ornekleri kullanan, Genomik adli arastirma alanmi dogurmustur (Brown, 2002).
Organizmalarin genomlari, bir¢ok kusak boyunca, evrimsel siire¢ igerisinde degisiklige
ugrayabilirler. Mutasyonlar ve mutasyonlarin yararl olanlar1 i¢in olan se¢ilim sonucunda,
bir canli tiiriiniin ¢evresine daha uyumlu hale doniiserek evrimine neden olabilir. Bu siirece
Adaptasyon denir. Tiirlesme denilen siirecle yeni tiirler olusur. Tiirlesme genellikle, farkl
populasyonlarin cografi olarak ayri1 diigmelerinin neden oldugu genetik farklilasmadan
ortaya cikar (Gavrilets, 2003). Evrim esnasinda DNA dizileri birbirinden uzaklastig1 ve
degistigi i¢in, diziler arasindaki bu farkliliklar, aralarindaki evrimsel uzakligi hesaplamada
bir “molekiiler saat” gibi kullanilabilir. Genetik kiyaslamalar genellikle, tiirler arasindaki
evrimsel akrabaligi nitelemede en dogru yontem olarak kabul edilir. Bu yontem, fenotipik
kiyaslamalarla edinilmis bazi yaniltici degerlendirmeleri de diizeltir. Tiirler arasindaki
evrimsel uzakliklar “evrim agac1” ya da “filogenetik aga¢” denilen semalarla temsil edilir,
bu semalar tiirlerin ortak bir atadan inisini ve zaman ig¢inde tiirlerin birbirinden

uzaklagmalarmi gosterir (Wolfe ve ark., 1987).

1.4. Bitki Sistematiginde Molekiiler Gelismeler

M.0O.3. yiizyilda Aristo ile baslayan sistematik ¢alismalar biiyiik 6l¢iide morfolojik
karakter temeline dayanmaktaydi. Bu geleneksel yaklasimlar bazi degisimlerle glinlimiizde
de halen kullanilmaktadir. Ancak bir bitkinin tiir sinirlarinin tanimlanmasinda sadece

morfolojik verilerin yeterli olmadig1 durumlar da mevcuttur (Hillis ve Moritz, 1990; Isik



ve ark., 2007). Bu durumdaki sorunlar1 ve sistematik problemleri ¢ozmek amaciyla cesitli
calismalar yapilmaktadir. Sistematik problemlerin ¢oziimiindeki son gelismeler, farkli
DNA temelli belirte¢ sistemleriyle genotipin dogrudan ya da dolayli olarak belirlenmesi
iizerinde olmustur. Bu DNA temelli farkl analizler, pek ¢ok sorunun ¢6ziimiinde umut
verici olarak goriilmektedir (Crawford, 2000; Doyle ve Doyle, 1991).

Her bireyin DNA yapis1 kendine 6zgiidiir ve bu 6zgiilliik canlinin genetik yapisinin
molekiiler genetik metotlariyla tespit edilebilmesini saglar. Canlilarin genetik yapilarini
tespit etmeye yarayan bu metotlara DNA Parmakizi (DNA Fingerprinting) yontemleri ad1
verilmektedir. DNA Parmakizi analizleri swrasinda canlinin genetik yapisini tanimlamak
amaciyla kullanilan dogal ya da sentetik bilesenlere ise DNA markorii denilmektedir.
Molekiiler markor (genetik markor) ile; genomda herhangi bir gen bolgesi ya da gen
bolgesi ile iliskili DNA parcas: temsil edilmektedir. Son yillarda molekiiler genetik
alanindaki gelismelere paralel olarak molekiiler markor (belirteg) cesitlerinin de artmasi
genom analizlerinde ve bitki genetigi caligmalarinda devrim niteliginde gelismelere yol
acmustir. DNA markorleri sayesinde farkli genotiplere ait niikleik asit dizilis farklilig:
cesitli sekillerde ortaya konulabilmektedir. Boylece tiir i¢i ve tiirler arasi genetik
farkliliklar ~ bireylerin ~ DNA’larinin  karsilastirilmasiyla ~ molekiiler — diizeyde
arastirilabilmektedir.

DNA temelli teknikler giiniimiizde bitkisel materyallere de uygulanmakta; bitki genetik
cesitliligi, akrabaligin tespiti, yabani formlarin belirlenmesi, taksonomik c¢aligmalar,
evrimsel sorunlar, populasyon biyolojisi, ebeveyn belirlenmesi, genetik varyasyonun
belirlenmesi, genom haritalarinin olusturulmasi, bireysel, kiiltiir ve irk belirlenmesi, bitki
taksonlarimin monofletik mi polifletik mi oldugunu belirleme, dogal taksonlarin ortaya
cikarilmasi, taksonlar arasi filogenetik iliskilerin belirlenmesi, filogenetik agac ve
kladogram hazirlama, revizyon ¢alismalari, polimorfizmi belirleme, populasyon genetigi,
bitki 1slah1 gibi bir¢cok c¢alismada kullanilmaktadir (Mullis ve ark., 1986; Williams ve ark.,
1990; Welsh ve Mcclelland, 1990). Pek c¢ok arastirict artik, familyalarin
smiflandirilmasinda Angiosperm filogeni grubunun molekiiler verilere dayandirarak
olusturdugu siniflandirma sistemini kullanmaya baslamistir (Langstrom ve Chase, 2002).

Bitki sistematigi alaninda niiklear genom, kloroplast genomu ve mitokondrial genom
iizerinde kapsamli arastrmalar yapilmaktadir. Kloroplast genomunun genel yapisal
ozellikleri bitki taksonomisi alaninda kullanilmak tizere kapsamli bigimde arastirilmis ve

kloroplast DNA’sinimn taksonomik sorunlarin ¢éziimiinde tiir, cins ve familya seviyelerinde



kullanilabilecegi sonucuna varilmistir. Sistematikciler bu calismalar sirasinda Oncelikle
calistiklar1 taksonomik kategorilerle ilgili temel gruplarin tespit edilmesini saglamislar
daha sonra da gruplar arasindaki evrimsel iliskileri tespit etmek amaciyla DNA sekans

calismalarina yonelmislerdir. (Dogan, 2007).

1.5. Sistematikte Kullanilan Belirtegler (Markorler)

Kalitatif dagilim gosteren karakterlerin kantitatif dagilim gosteren karakterlerle
baglantisi, yani ger¢ek anlamda belirtec anlayisi, Sax’in (1923) fasiilye tohum
pigmentasyonu ile tohum iriligi arasindaki baglantiy1 gézlemlemesiyle sekillenmistir (Sax,
1923). Bu calismada tohum pigmentasyonu fasiilye tanesinin agirligini belirleyen bir
belirtec olarak kullanilmistir. Morfolojik, biyokimyasal ve DNA belirte¢leri olmak tizere 3
tip belirtecten bahsedilebilir.

1.5.1. Morfolojik Belirtecler

Morfolojik 6zellikler; tiir, ¢esit ve tip tanimlanmasinda kullanilmakla beraber, mevsime,
ekolojik faktorlere, bitkinin yasma gore degistiginden her zaman kesin sonu¢ vermemekte,
bazi yanilgilara neden olmaktadir. Bu nedenle, morfolojik karakterlerle yapilan
tanimlamalar, baska 6zelliklerle de desteklenmedigi siirece tam ve giivenilir olmayabilir
(Draper ve Cooke, 1983). Morfolojik belirteglerin kullanim potansiyelleri uzun bir siiredir
bilinmesine ragmen smirli sayida olmalar1 nedeniyle de pratikte uygulanabilirlikleri kisitl
kalmigtir. Ayrica bu belirteclerle sadece dominant fenotipler (AA ve Aa) ve resesif
fenotipler (aa) ayirt edilebilirler. Heterozigotlart (Aa) homozigot dominantlardan (AA)
ayirt edemezler. Morfolojik belirteclerin en belirgin avantaji analizlerinin kolay olmasidir
(Yildirim ve ark., 2001). Sonug olarak morfolojik belirteglerin sayilarinin az olmasi, gevre
faktorlerinden etkilenmesi ve bircogunun mutasyonlar sonucu olugsmasi gibi olumsuz
ozellikleriyle bu belirteclerin kullanimlar1 smirli olmaktadir (Bretting ve Widrlechner

1995).



1.5.2. Biyokimyasal Belirtecler

Biyokimya alanindaki gelismeler son 20 yilda belirtegler konusunda da yeni bir ¢ag
agmustir. Oncelikle birbirinden ayrilabilir formlar1 olan enzimlerin veya depo proteinlerinin
belirte¢ olarak kullanilabilecegi ortaya konmustur. Depo proteinleri bir matriks {izerinde
hareket ettirilip boyandiginda farkli genotiplerde ortaya c¢ikan bant farkliliklar1 genetik
belirte¢ olarak kullanilabilir. En biiyiik avantajlar1 analizlerinin c¢abuk, giivenilir ve
tekrarlanabilir olmasidir. En biiylik dezavantaji ise sayica ¢ok az olmalaridir (Yidirim ve
Kandemir, 2001).

Enzim belirtegleri ise kendi arasinda izoenzimler ve alloenzimler olmak iizere iki ana
grupta incelenir. Izoenzimler tiirler arasi veya nispeten uzak bitkiler arasindaki
varyasyonlar1 ¢alismada oldukca yararli olmalarmma ragmen, yakim akrabalar arasindaki
iligkileri tespit i¢in uygun degildir (Satub ve ark., 1996). Enzim belirteclerinin en dnemli
avantaji analizlerinin cabuk, ucuz ve giivenilir olmasidir. En biiylik dezavantaj ise
calisilacak izoenzimlerin veya proteinlerin sayisinin az olmasidir (Van der Berg ve ark.,

1983).

1.5.3. DNA Belirtecleri

Son yillarda DNA’nin kendisinin de dogrudan belirteg olarak kullanilabilecegi fikri

ortaya cikmistir. DNA belirtegleri, farkli genotiplere ait DNA niikleik asit dizilig
farkliligin1 cesitli sekillerde ortaya koyan belirteclerdir. DNA melezleme belirtecleri ve
polimeraz zincir reaksiyonu kullanimina dayali DNA c¢ogaltim belirtecleri olmak tizere iki
grupturlar. Sistematik caligmalarda yaygin olarak kullanilan bu belirtecler ¢esitli
avantajlara sahiptir;
a) cevre faktorlerinden etkilenmezler, b) ¢ekirdek ve farkli kalitim sekline sahip kloroplast
ve mitokondri gibi organel genomlar1 ayr1 ayr1 ¢aligilabilir, ¢) genetik degisiklikleri daha
fazla yansittiklar1 i¢in daha az pleiotrofiktir (bir genin birden fazla karakteri kontrol
etmesi), d) her bir ebeveynden gelen farkli karakterler tespit edilebildigi i¢cin bitkilerin
genetik orjini de tespit edilebilir (Giilsen ve Mutlu, 2005).



Bir DNA belirtecinde bulunmasi istenen 6zellikler;
1. Farkhilik gostermeli (polimorfik olmal),
Esbaskin olmali (ko-dominant olmaly),
Sonuglar1 tekrarlanabilir olmali (giivenilir olmaly),
Cevreden ve diger lokuslardan etkilenmemeli (ndtr olmali),

Otomasyona uygun ve ekonomik olmali,

A

Genomdaki dagilimi diizenli olmal..
1.6. Molekiiler Markor Yontemleri

Molekiiler ~markér yontemleri DNA  molekiiliindeki polimorfik  bolgelerin
cogaltimindaki farkliligin saptanmasi amaciyla ¢esitli tipteki primerlerin ve Polimer Zincir
Reaksiyonu (PCR) metodunun kullanimina dayanir. PCR (Polymerase Chain Reaction) ya
da polimeraz zincir reaksiyonu, molekiiler biyolojide uygulanan bir teknik olup, basitge;
tiipte niikleik asitlerin uygun kosullarda ¢ogaltilmasi olarak tanimlanabilir. PCR, bir ¢esit
"in vitro klonlama"dir. PCR reaksiyonu, DNA’nin iki zincirinin yiiksek 1s1 ile birbirinden
ayrilmasi (denaturation) daha sonra sentetik oligoniikleotidlerin (primer) hedef DNA'ya
baglanmasi (annealing), sonra zincirin uzamasi (extension) ve bu dongiilerin belirli sayida
tekrarlanmasi esasma dayanir. Bu {ic adim (denatlirasyon / primer baglanmasi / DNA

sentezi) bir PCR dongiisii olusturur. Her adim farkli 1silarda gergeklestirilir (Sekil 1.1).

DS g =
Dna o IO

denatirasyon I as”c

wADISTEa P pz -~S50%C

Sekil 1.1. PCR’1n ¢alisma prensibi



PCR teknigi, ¢ok az miktarda DNA ile calismaya imkan saglamaktadir. PCR teknigi ile
laboratuar tanisinda ¢ok biiyilk bir hiz ve kesinlik kazanilmis, bircok durumda
radyoaktivite kullanimi gereksiz hale gelmistir. PCR teknolojisi i¢in; DNA 6rnegi, genelde
genomik DNA, cogaltilacak olan bolgeyi sagdan ve soldan g¢evreleyen bir ¢ift sentetik
primer, dNTP'ler (A,T,C,QG), 1siya dayanikli Taq DNA-Polimeraz enzimi, uygun pH ve
iyon kosullarmi (Mg ) saglayan tampon karisimi gereklidir.

Glinlimiizde genetik ¢alismalarda yaygin olarak kullamilan PCR temelli molekiiler
markor tekniklerinden bazilar1 sunlardir;

1. RAPD (Randomly Amplified Polymorphic DNA = Rastgele Cogaltilmis Polimorfik
DNA)

2. AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism = Cogaltilmis Parca Uzunluk
Polimorfizmi )

3. RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism = Kesilmis Parg¢alar Uzunluk
Polimorfizmi)

4. Mikrosatellit veya SSR (Simple Sequence Repeats = Basit Dizi Tekrarlar)

5. SRAP (Sequence Related Amplified Polymorphism = Dizi Iliskili Cogaltilmis
Polimorfizm)

6. ISSR (Inter Simple Sequence Repeats = Ara Basit Dizi Tekrarlar)

7. Mikroarray

8. SNPs (Single Nucleotide Polymorphisms = Tek Niikleotid Polimorfizimleri)

1.6.1. RAPD (Randomly Amplified Polymorphic DNA=Rastgele Cogaltilmis
Polimorfik DNA)

RAPD genetik polimorfizmi belirleyen PCR temelli bir tekniktir. Bu yontemle biiyiik
bir polimorfizm kisa zamanda ve kolayca saptanabilir (Williams ve ark., 1993). RAPD
yonteminin temel prensibi; ilgili tiire ait genomik DNA iizerinde rastgele se¢ilmis, tek bir
9-10 bp oligoniikleotidin, diisiik baglanma sicakliginda tesadiifi olarak baglanarak PCR ile
cogaltma yapmasidir (Williams ve ark., 1993; Welsh ve McClelland, 1990). Teknigin
devaminda elde edilen ¢ogaltma iirlinii radyoaktif olmayan standart jel elektroforezinde
yiriitiiliir ve ¢ogaltma iirlinleri bantlar halinde gozlemlenerek incelenir. Bantlarin varlig:

veya yokluguyla sonuclar degerlendirilir (Jones ve ark., 1997).



RAPD metodunun giivenilirligini ve tekrarlanabilirligini etkileyen pek cok farkh
cogaltma degiskeni vardir (Williams ve ark., 1993; Welsh ve McClelland, 1990). En
onemli degiskenlerden birisi hedef DNA'dir (Halldén, 1998). MgCl, konsantrasyonu, 7aq
DNA polimeraz konsantrasyonu, primer konsantrasyonu, dNTP konsantrasyonu, primer
baglanmasi, baslangic denaturasyon, primer karisimlar1 (Halldén ve ark., 1996) RAPD
teknigini etkileyen diger temel degiskenlerdir. Ayrica PCR’da olusan ¢eliskili sonuglardan,
yabanct DNA tarafindan olusturulan kontaminasyona ek olarak DNA izolasyon
teknigindeki varyasyonlar, kullanilan doku kaynagi, PCR kosullar1 ve PCR cihazinin tipi
sorumlu olabilmektedir (Weeden ve ark., 1992). RAPD caligmalarinda her farkl tiir i¢in
reaksiyon kosullarmin optimizasyonu sarttir. Bunun amaci teknigin o6zgiinliglinii ve
tekrarlanabilirligi kontrol etmektir. Bu parametrelerin ¢ogu birbirine bagli oldugundan bir
RAPD teknigini optimize etmek olduk¢a zor olabilmektedir (Halldén, 1998).

Diger tekniklerle karsilastirildiginda RAPD tekniginin en biiylik avantaji ilgilenilen
taksonun genleriyle ilgili herhangi bir 6n bilgi gerektirmemesidir. Cogaltmada tiim
organizmalar i¢in ayn1 oligoniikleotid primer seti kullanilabilmektedir ve bu oligoniikleotid
0zgiin bolgelere rastgele baglanarak cogaltma yapmaktadir (Williams ve ark., 1993; Welsh
ve McClelland, 1990). Bir primerle, farkli bitkilerin genomik DNA’lar1 farkli olacagindan
olusacak RAPD belirtegler farkli olacaktir (Glick ve Pasternak, 1998). Bu farklilik
organizmalarin karsilastirilmasini = saglamaktadir. Ayrica radyoaktiviteye, Southern
transferlere veya DNA hibridizasyonuna gerek duyulmamaktadir. RAPD karakterlerinin
sayist thtimal olarak sinirsizdir. Kullanilan primer sayisi arttirildik¢a elde edilen bant sayis1
da artacaktir. Bu agidan yakin tiirleri ayirmada izozimden daha duyarlidir (Mathieu-Daudé
ve ark., 1997). Farkli arastiricilar tarafindan kodominant veriler gerektirmeyen sistematik
problemlerin ¢éziimiinde RAPD belirteclerin kullanimi giiglii bir sekilde savunulmaktadir
(Rafalski ve ark., 1994; Halldén ve ark, 1994). Bu avantajlar1 nedeniyle prokaryotik ve
okaryotik tiirler gibi pek ¢ok farkli yapinin genotipinin belirlenmesi, genom yapisinin
arastirilmasi, ¢esitli taksonomik caligmalar, evrimsel sorunlar, populasyon biyolojisi,
bireysel, kiiltiir ve rk belirlenmesi, ebeveyn belirleme, genetik varyasyonun belirlenmesi,
baglant1 haritalarmin olusturulmasi, 6zgiin bir gen lokusunun belirlenmesi, adli tip, klinikal
teshis, prenatal tani, salginlar ve ekoloji alanlarinda yogun bir sekilde kullanilmaktadir.
Bununla beraber metodun smirliliklar1 da vardir. RAPD kullanim agisindan kolay olmasina
karsilik, belirtegleri dominanttir ve heterezigotlar1 teshis etmek zordur (Mathieu-Daudé ve

ark., 1997). Calismalar sonucunda elde edilen verilerin tekrarlanabilirligi, reaksiyona giren
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tim degiskenlere bagli oldugundan diisiik olabilmektedir. Bunun i¢in diger karsilastirmali
analizlere girmeden evvel yontemin optimize edilmesi olduk¢a dnemlidir (Halldén, 1998;

Tingey ve Del Tufa, 1993).

1.6.2. AFLP (Amplified Fragment Lengt Polymorphism=Cogaltilmis Parca Uzunluk

Polimorfizmi)

Bu yontemde DNA kesme endoniikleazlar1 ve PCR teknigi bir arada kullanilir. DNA
EcoRI gibi 6 bp’lik tanima sirasina sahip nadir kesim yapan ve 4 bp’lik Msel gibi tanima
sirasina sahip daha sik kesim yapan iki enzimle kesilir. Bu sekilde meydana gelen kesme
parcaciklarinin kesim yerlerine, adaptér olarak adlandirilan kesme enzimi i¢in 6zgiin
siralar takilir. Daha sonra iki samali PCR uygulanir. Adaptor sirasina ve bu kesim yerine
komplementer ayrica 3’ ucundaki seciciligi artirmak i¢in ekstra bir niikleotid tasiyan +1
primer eklenir. Bu nedenle DNA sablonunda cogaltim sadece primerin ekstra segici
bazinin kesme fragmentinin buna karsilik gelen bazmma komplementer olmasi halinde
miimkiindiir. +1 primerin kullanilmasiyla ¢ogaltilan fragmentlerin sayisi teorik olarak,
orijinal fragmentlerin 1/16’s1 kadar azalir. Bu asama preamplifikasyon olarak adlandirilir.
Daha sonra secici ¢ogaltim olarak tanimlanan 2. PCR uygulanarak primerin seg¢iciligi
artirillir. Bu amacla, kesim yerine adaptére komplementer olacak ekstra iki baz igeren bir
primer eklenir (+2 primer). Sayist primerin se¢ici baziyla ve nadir kesim yapan enzimin
katildig1  fragmentlerin  gOsterilmesiyle Onemli 0Olgiide azalan fragmentler, jel
elektroforezinde ayrilirlar, rontgen filmi ya da florans boya kullanilmasiyla goriiniir hale
getirilirler (Karsh ve ark., 2006).

AFLP teknigi ile ayn1 anda 30-40 allel incelenebildigi i¢in olduk¢a kullanigh bir
tekniktir. AFLP tekniginin bir diger avantaji da DNA baz dizilim bilgisine ihtiyag
duyulmamasidir. Ancak AFLP ve RAPD bir dominant markoér oldugundan dolay:
heterozigotlar, homozigotlardan DNA seviyesinde tanimlanmasmi saglayamazlar. Bu
durum AFLP ve RAPD yontemlerini ko-dominant markorlerden (RFLP ve SSR markorleri
gibi) daha az bilgilendirici yapar (Comertpay, 2008).

11



1.6.3. RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism=Restriksiyon Parca

Uzunluk Polimorfizmi )

DNA belirtecleri icerisinde ilk kemfedilenidir. Bu yontemde genomik DNA, 4-6
nuikleotid tanmyan restriksiyon endoniikleaz enzimlerle kesilir, boylece bir tek enzimin
kesebildimi ancak farklm uzunluklarda DNA fragmentleri olubur. Restriksiyon enzimleri
(RE) DNA ekseninde belli bir niikleotid sirasini taniyip kesim yapar ve ikiye ayirir.
Sonugta rekombinant DNA teknolojisinde 6nemli yapisik uglar veya kesik uglar olusur.
Restriksiyon enzimlerinin kesim sonucunda olusturdugu pargalara restriksiyon pargalari
denir. DNA molekiilii farkli kesim bdlgelerine sahip olabilir. Kesim bolgelerindeki tek bir
niikleotidin bile sebep oldumu mutasyonlardan dolaym restriksiyon fragmentlerinin
uzunlugundaki varyasyon saptanar.

Degisik enzimlerle muamele sonucunda farkli uzunluklarda restriksiyon pargalari
olusur ve bu parcalar jel elektroforezi yoluyla birbirlerinden ayrilabilirler. Elektroforez
sonucu biiylkliikklerine gore ayrilan bantlar, RFLP analizinin diger asamalarinda
kullanilmak iizere southern emdirimi metodu kullanilarak tasiyici bir yiizeye aktarilir ve
orada sabitlenebilir. Alkali soliisyon uygulamasiyla tek eksenli hale getirilen
fragmentlerden bazilar1 etiketli sondalarla esleserek goriilebilir hale getirilir, eslesmemis
sondalar yikanarak uzaklastirilir. Boylece bitki tur ve cemidine 6zgu restriksiyon bantlarno
belirlenir. Karoolantormada emer DNA’laron uzunluklaronda bir farklolok varsa
polimorfizm elde edilir (Karsh ve ark., 2006). Ayn1 RE farkli sayida bireye
uygulandiginda, bireylerin genetik yapilar1 birbirinden farkli olacagindan degisik miktar ve
uzunlukta parcalar olusur. DNA parcalarinda goriilen bu polimorfizmin nedeni nokta
mutasyonu olabilece8i gibi, inversiyon, delesyon veya translokasyondan kaynaklanan
biiyiik mutasyonlar da olabilir. Kisaca; RFLP analizinde restriksiyon enzimlerinin DNA’
daki kesim noktalarindaki degismelerden faydalanilir (Giizeldag, 2007).

RFLP’nin ¢ok onemli iki avantajo vardar. Bunlardan ilki; turler, cinsler ve hatta
familyalar arasonda transferleri miimkiindiir, boylece bir tiirde bir RFLP belirteci bir kez
haritalandiginda akraba pek cok tur icin o haritalama bolgesinde potansiyel bir belirteg
belirlenmin olur. Dimer d6nemli avantaja ise guvenilir olmalaradar, farkla laboratuarlarda
farkln aramtormacolar tamamen ayn@ sonuglaro elde edebilmektedir. Ayroca RFLP
belirtecleri, heterozigot bireylerin de karakterize edilmesine olanak samlayan em baskon

(kodominant) ozelliktedir. Polimorfizmin belirlenmesi i¢in radyoizotoplaron kullanalmaso
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ve sonuclaron alonmasonon uzun sire almasm RFLP analizlerinin en ©onemli
dezavantajlaradar. Ayroca RFLP teknimi icin bulyuk miktarlarda saf DNA gerekmektedir.
Laboratuar ve materyal masraflarm da RFLP’nin kullanomono sonorlandarmaktador

(Yoldaram ve Kandemir, 2001).

1.6.4. Mikrosatellit veya SSR (Simple Sequence Repeats=Basit Dizi Tekrarlar)

SSR’lar mikrosatellit markorleridir. Basit tekrarh diziler veya SSR (Simple Sequense
Repeats) olarak bilinen mikrosatelit DNA, molekiiler markor olarak kullanilir ve bunlarin
yiiksek derecede polimorfizim gosterdigi ilk kez soya bitkisinde gosterilmistir. SSR’lar
cogunlukla 6karyotik tiirlerin genomlarinda ard arda tekrarlanan ikili, ti¢lii, dortli ve besli
niikleotid kiime dizileri halindeki DNA uzantilaridir. Ornegin (AT)n, (GC)n, (CA)n,
(ATT)n ve (AGC)n gibi. Bu tekrarlar bireyden bireye farkliliklar gosterir ve tekrar sayisi
“n”deki degisimler, ayni lokusta, genotipler arasinda farkli uzunlukta PCR fiiriinlerine yol
acar (Comertpay, 2008). Mikrosatellit polimorfizmi ya da tekrarlanma sayisindaki
farkliliklar, lokuslarm iki tarafindaki korunmus siralara komplementer olan 06zgiin
primerler kullanilarak PCR ile ¢ogaltilmas: ve daha sonra fragmentlerin elektroforetik
ayrimi temelinde saptanabilir. Daha sonra bu fragmentler poliakrilamid jelde goriiniir hale
getirilir (Karsli ve ark., 2006).

Mikrosatellit DNA markorleri, populasyon diizeyindeki arastirmalarda son derece
kullanighdirlar. Simdiye kadar deginilen yontemlerden farkli olarak, bir mikrosatellit
lokusun cogaltilabilmesi icin bu smranin etrafindaki siralarin bilinmesi gerekmektedir.
Mikrosatellitlerin genetik markor olarak kullanilmasindaki en zor asama bu siralarin
belirlenmesi  agamasidir.  Mikrosatellitlerde ~ polimorfizm oran1 ile sonuglarin
tekrarlanabilirligi cok yiiksektir. Bir diger avantaji ise kodominant markor oldugundan
heterezigotlarla homozigotlarin ayirt edilebilmesidir. Mikrosatellitler kodominant kalitim
ozelligi gostermeleri, lokusa 6zgii olmalari, genom icinde diizgiin yayilis gdstermeleri ve
genom hakkinda diger molekiiler markorlere gore daha fazla bilgi vermeleri yaninda
PCR’a dayali bir teknik olmasindan dolayr ¢ok arzu edilen ve bircok bitki tiiriinde
kullanilan bir DNA markériidiir (Comertpay, 2008).
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1.6.5. SRAP (Sequence Related Amplified Polymorphism=Dizi Iliskili Cogaltilmis

Polimorfizm)

SRAP teknigi genetik c¢esitlilik analizlerinde basarili bir sekilde kullanilmaktadir
(Ferriol ve ark., 2003; Budak ve ark., 2004a; Budak ve ark., 2004b; Ferriol ve ark., 2004;
Ahmad ve ark., 2008). Onciil primerler genelde Guanin (G)-Sitozin (C) bakimidan zengin
olan ekzon bdlgelerini hedef alir. Ters primerler ise Adenin (A)-Timin (T) bakimindan
zengin olan intronlar1 hedef alirlar (Ferriol ve ark., 2003). Onciil primerleri (forward) 17
niikleotidlik, ters primerleri (reverse) 18 niikleotidden olusmustur.

Onciil primerlerin 14 niikleotidlik kism1 ¢ekirdek dizidir ve biitiin primerler igin aynidur.
Ik on niikleotid dolgu diziler (filler sequences) denilen ve spesifik bir bilesimi olmayan
dizilerdir. Kalan 4 niikleotid CCGG dizisine sahiptir. Primerin 3’ ucunda ise ii¢
niikleotidlik se¢ici dizi bulunur. Genbank’tan indirilen tesadiifii 20 bakteriyel suni
kromozomunda yapilan inceleme sonucunda; ekzon bolgelerinde yaklasik olarak % 66
oraninda CCGG dizisine rastlanirken, intron ve promotor bolgelerinin ise genelde AT
bakimindan zengin bolgeler oldugu dikkati ¢ekmistir (Lin ve ark., 1999). Ters primerlerde
ayni yapiya sahiptir. Bolge olarak intronlar hedeflenmektedir. CCGG dizisi yerine AATT
dizisi vardir. PCR ile ¢ogaltilan gen bolgelerinin iiriinlerinin jelde yiiriitiilmesiyle genetik

polimorfizm etkili bir bigimde ortaya konulmaktadir (Li ve Quiros, 2001).

1.6.6. ISSR (Inter Simple Sequence Repeats=Ara Basit Dizi Tekrarlar)

Mikrosatellitler genomda bol miktarda ve dengeli bir dagilim gosterir. ISSR teknolojisi,
birbirine ters yonlii ve yakin olan mikrosatellit aras1 bolgelerin (100-3000 bp) PCR ile
cogaltilmasi esasma dayanir. Primer sekanslar1 genelde SSR sekanslaridir (Orn: (GACA);,
(CAG)s, (CAA)g). Primerler 15-24 niikleotid uzunlugundadir (Elektroforez Teknikleri ve
Uygulamalar1 Calistay1, 2009). Glivenilir bir yontemdir ve tekrarlanabilirligi yiiksektir. Tiir

ic1 varyasyonu belirlemede etkili bir metottur (Zietkiewicz ve ark., 1994).
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1.6.7. Mikroarray

Mikroarray teknigi sayesinde DNA baz dizileri belli olan genlerin hiicredeki
fonksiyonlar1 arastirilmaktadir. Bir array, niikleik asit drneklerinin diizglin bir sekilde
siralanmasi ile olusmaktadir. Bilinen ve bilinmeyen DNA Orneklerinin baz eslesmesi
ozelligine gore hibridizasyonu i¢in uygun bir ortam saglayarak, bilinmeyen DNA'larin
tanimlanabilmesi i¢in kullanilir. Bu teknolojide ilk olarak iki farkh kosulda tutulan iki ayr1
ornekten izole edilen mRNA’lardan cDNA’lar sentezlenir. Sonra bu Orneklerin biri
cyanine-Cy3 ve digeri cyanine-CyS5 boyasiyla isaretlenerek iki farkli probu olusturur. Cy5
ve Cy3 iki farkli boya (dyes) olup farkli emme ve uyarilma (excitation) 6zelligine sahip
olmalarindan dolay1 iki farkli renk, kirmizi ve yesili tretirler. Bu iki farkli boyayla
etiketlenip isaretlenen ve iki farkli Ornekten elde edilen cDNA’lar karistirilir ve
oligoniikleotidleri veya cDNA baz dizilerini iceren ve binlerce geni ifade eden DNA
mikroarrayleri hibridizasyon i¢in kullanilir.

Daha sonra boyalarin 1gikla uyarilmasiyla olusan kirmizi ve yesil renkteki Cy3 ve Cy5
sinyalleri array tarayicilar1 yardimiyla farkli dalga boylarinda okunur. iki farkli dalga
boyunda elde edilen Cy3 ve Cy5 sinyallerinin oranlar1 bir cDNA parcaciginin iki farkl
probdaki yogunlugunu ifade eder. Bu sinyallerin yogunluklarim karsilastirmak ve analiz
sonuclarini sayisal olarak belirlemek i¢in bu amacla hazirlanmis bilgisayar programlari
kullanilir. Elde edilen bu goriintiide kirmizi renk, herhangi bir mRNA’nin prob 1°de prob
2’ye gore fazla oldugunu, sar1 renk, mRNA’nin iki farkli probda da esit miktarlarda
bulundugunu, yesil renk ise, mRNA’nim prob 2’de prob 1’e gire daha fazla oldugunu ifade
eder. Daha sonra her bir sinyalin ortalamasi alindiktan sonra mikroarrayde kendiliginden
olusabilecek sinyal cikartilir. Her bir deger i¢cin normalizasyon islemi farkli kosullarda
ekspresyonu degismeyen temel bir genle (housekeeping gene) veya sinyal yogunlugu
bilinen herhangi bir mRNA kullanilarak yapilir. Normallestirilen bu veriler gen ekspresyon

gortintiilerinin belirlenmesinde kullanilir (Karsh ve ark., 2006).
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1.6.8. SNPs (Single Nucleotide Polymorphisms=Tek Niikleotid Polimorfizimleri)

Iki farkli birey arasinda genomda tek bir niikleotid degistiginde agiga ¢ikan DNA dizi
varyasyonlaridir (Ornegin; AAGGGCTAA’dan ATGGGCTAA’ya degisimi). SNP’lerin
genomun her kismimda bulunmalari, mikroarray yontemiyle 100’lerce SNP lokusunun (her
ornek i¢in) diisiik maliyetle otomatik olarak skorlanabilmesi nedeniyle artan bir sekilde
onemli markdr sinifindan olmaktadir. Bu teknik misir genotipleri arasinda var olan iliski

hakkinda 6nemli bilgilerin hizli {iretimine izin verebilmektedir (Comertpay, 2008).

1.7. Bitki Genom Kaynaklan ve Ozellikleri

1.7.1. Niiklear DNA (nr DNA)

Bitki ¢ekirdek genomu yani niiklear DNA, c¢ok biiylik bir c¢esitlilige sahiptir. Bu
cesitliligin kaynaklar1 arasinda poliploidi, gen duplikasyonu veya silinmesi, mutasyonlar,
genetik siirtiklenme sayilabilir. Angiospermler ¢ok sayida kromozoma sahiptirler. Diger
bitki tiirleri daha az sayida kromozoma sahip olsalar dahi onlarmm da genomlar1 olduk¢a
biiytiktiir (Bennett ve Leitch, 2003). Cicekli bitkilerde kromozom sayis1 ¢ok degiskendir
ama genelde bu durum genom biiyiikliigiiyle ilgili degildir. Ornegin; haploid piring
genomunda 440 Mb (million base pairs) 12 kromozoma yayillmisken, haploid arpa
genomunda 4900 Mb 7 kromozoma yayilmistir. Sonug olarak ortalama arpa kromozom
biiytikligl piring kromozom biiylikliigiiniin iki katidir (Kellogg ve Bennetzen, 2004). Pek
cok tohumlu bitkide kromozom sayist ve biylkligi farkli olmasina ragmen
kromozomlarinda genel organizasyon benzerligi bulunmaktadir. Son yillarda yapilan
genom dizileme ¢aligmalarmin sonucunda bitki genlerinin olduk¢a siki kiimelendigi
goriilmiistiir. Bitki intronlar1 genelde kiicliktiir ve ortalama 200 bp (baz ¢ifti) meydana
getirirler (Stam ve ark., 2002). Gen kiimelerindeki gen yogunlugu ortalama gen basma 5 kb
(kilo base), Arabidopsis thalina genomunda yaklasik 4.5 kb (Arabidopsis Genome
Initiative, 2000)’dir. Cigekli bitkilerde ¢ok etkileyici bir sekilde genom biiyiikliigli orant
vardir. Haploid ¢ekirdek basina bazi tiirler 50 Mb’ken bazilarinda 85.000 Mb civarindadir
(Bennett ve Leitch, 2003). Bu farkliligin da kromozom sayis1 artisindan kaynaklandigi
disiiniilmektedir (Wendel, 2000).
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1.7.2. Mitokondrial DNA (mt DNA)

Mitokondriler, oksijenli solunum yapan Okaryotik hiicrelerde bulunur. Dis ve i¢ zar
olmak tizere iki zar ile ¢evrelenmistir. D1s zar diiz, i¢ zar ise kivrimli yapisi ile genis bir
yiizey olusturmaktadir. I¢ zarin (krista) iizerinde elektron tasima sistemi bulunur. Ribozom,
DNA ve RNA molekiillerini barmdirirlar. Bu da mitokondriyi bazi organellerden ayirir.
(Anonim, 2006). Bitkiler alemindeki mitokondrial genom yapis1 ve biyiikligli ¢ogu
Okaryottan daha fazla degiskenlik gosterir (Wolstenholme ve Fauron, 1995). Bitki mt
DNA’s1 yaklasik olarak %5 oraninda protein kodlayan bolgelere sahiptir. Bu proteinlerin
cogu solunumda gorev alan solunum enzimlerinin alt birimi olarak gorev yapar. Bu
enzimler; sitokrom c-oksidaz, sitokrom b-c, NADH dehidrogenez ve ATP sentetaz’dur.
Bitki mt DNA’larmin diger organizmalarin mt DN A’larindan baslica farklar: sunlardir;

a) Diger organizmalardakinden daha biiylik ve cesitlidir. En kiigiik angiosperm mtDNA’s1
bile 200 kb’den daha bliyiiktiir.

b) Cok sayida yabanci DNA dizileri bitki mitokondri genomunda bulunmaktadir. Ornegin;
kloroplast DNA dizilerine rastlanilmaktadir.

c¢) Kararsiz ekstra kromozomal plazmidler genelde bitki mt DNA’sinda bulunur.

d) Kisa serpilmis tekrar dizileri bulunur ve niikleotid dizileri ¢cok yavas sekilde degisir
(Soltis ve ark., 1992).

Genomu tamamen dizilenmis ve bitirilmis olan model bitki Arabidopsis thaliana mt
DNA’s1366.924 niikleotidden meydana gelmistir, 57 tane gen kodlar ve bu mt DNA’nin %
10°nu kaplar. Intron bolgeleri %8 civarindadir, 100 aminoasitten biiyiik olan acik okuma

cerceveleri (open reading frame) %10 civarindadir (Unseld ve ark., 1997).

1.7.3. Kloroplast DNA (cp DNA)

Son yillarda molekiiler biyoloji ¢alismalari, bitki genetigi ve filogenetik calismalarda
yaygin olarak kullanilan diger bir genom kaynagi da kloroplast DNA’sidir. Kloroplastlar
kendi genetik sistemlerine sahip organellerdir (Tiirkan, 2007). Yap1 olarak prokaryotlarin
(Ornek; bakteri) genomuna benzer ve kendilerine ait ribozomlar1 vardir. Mendel kalitimi
yerine sitoplazmik kalitim gosterirler. Organelde DNA replikasyonu yapildiktan sonra,

replike edilen DNA yeni olusan ogul organele aktarilir (Yildirim ve Kandemir, 2001).
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Kloroplast DNA’s1 1960’1 yillarda ¢ekirdek DNA’sindan farkli 6zelliklere sahip bir
molekiil olarak ortaya ¢ikarilmistir. Kloroplastlar her organelde kopya sayilar1 farkli olan
halkasal bir DNA molekiiliine sahiptirler. Kloroplast genomu 120-160 kb uzunlugunda
yaklagik 120 gen icermektedir. Kloroplast 4000 protein igerir ve bunlardan 100°u
kloroplast genomu tarafindan, geri kalani ise c¢ekirdek genomu tarafindan kodlanir
(Tiirkan, 2007).

Ayni organizmanin nr DNA’s1 ile cp DNA’s1 karsilastirildiginda farkli baz
kompozisyonu ve yogunluguna sahip olduklar1 goriilmektedir (Dilsiz, 2004). cp DNA, nr
DNA’ya gore daha diisiik mutasyon oranina sahiptir. Kalitim bi¢cimi maternal kalitimdir.
Yani tek ebeveynden (anneden) gelen kalitim sekli olmasindan dolay1 genetik ¢esitlilik ve
evrim ¢aligmalarinda kullanilmaya olduk¢a uygundur. Kloroplast DNA’smin gen diizeni ve
genom boyutu ¢ok iy1 bir sekilde korunmustur. Bu organel genomunun korunmus olmasi
pek cok bitkide kodlanmayan bolgeleri amplifiye etmek i¢in kullanilan, evrensel primer
ciftlerinin tasarlanmasina olanak saglamistir (Taberlet ve ark., 1991).

cp DNA’smin boyutu mitokondri DNA’sminkinden daha biiyiiktiir. Bu boyut farkliligi;
kloroplastlarda mitokondrilere gore tasman gen sayisinin fazlaligi, genler arasinda ve
icinde oldukc¢a uzun kodlama yapmayan niikleotit dizilerini tasimasi ve DNA dizisinde
duplikasyonlu bolgeleri igermesi ile acgiklanabilir. Bitkiler arasinda bu kodlama yapmayan
dizilerin miktarlarinda da farklilik bulunmaktadir. Bu da endosimbiyotik kurami
destekleyen ve ilkel 0karyotik hiicrenin baslangicta fotosentez mekanizmasina sahip bir
siyanobakteri tarafindan istila edilmesini takiben zamanla organel olma yolunda gec¢irdigi
degisimin bir kanitidir.

cp DNA’smin kodladig1 sayisiz gen iriinii organel i¢indeki protein siirecinde islev
yapar. Diisiik organizasyon seviyesindeki biryofitlerden yiiksek organizasyonlu bitkiler
kadar ¢esitli bitkilerin cp DNA’st birbirinden fakli sayida gen {riinlerini
kodlayabilmektedir. Genelleme yapacak olursak cp DNA’s1 iizerinde bulunan genler
transkripsiyonda gorevli olan RNA polimeraz enziminin alt linitelerinin, translasyonda
gorevli olan tRNA’larin tiimiiniin, kloroplast ribozomlarma 6zgiin bircok ribozomal
proteinin ve 4.5S, 5S, 16S ve 23S rRNA’larin (iki set halinde) sifrelenmesinden
sorumludurlar. Diger kloroplast genleri fotosentetik isleve 0zgiidiir. Bunlardan bazilari
fotosentezin 151k bagimli reaksiyonlarina birlik olusturan protein tabiatli hiicresel
bilesenleri sifreler. S6z konusu genlerdeki mutasyonlar fotosentezi inaktive edebilirler

(Dilsiz, 2004). Kloroplast DNA’nin intron ve genler arasi kesim bdlgeleri gibi
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kodlanmayan kisimlari, kodlanan kisimlarma gore degisime daha yatkindir, hem niikleotid
degisimlerinde hem de insersiyon ve delesyon (indels) yigilmalarinda gézlendigi gibi (Xu
ve ark., 2000). Zira bu kodlanmayan bolgelerin bilgi karakter potansiyelinin kodlanan
bolgelere gore daha fazla oldugu ortaya konmustur, bu nedenledir ki onlar, taksonlar arasi

filogenetik caliymalarda daha popiiler bir yer alirlar (Downie ve ark., 2000).

Kloroplast Genomu

Genetik Sisteminde Yer Alan Genler Fotosentez icin Gerekli Genler
r-RNA (23S5,168,5S,4.5S) 4 Fotosistem I 5
t-RNA 30 Fotosistem 11 12
Ribozomal proteinler 21 Sitokrom bf kompleksi 4
RNA polimeraz alt birimleri 4 ATP sentaz 6
Ribulozbifosfat karboksilaz 1

Son yillarda yapilan calismalar sayesinde bazi bitkilerin kloroplast genomu
tamamlanmistir. Kloroplast genomu tamamlanmig bazi bitkiler;
- Celtik (1989),
- Misir (1995),
- Arabidopsis (1999),
- Bugday (2000),
- Niliifer (2001),
- Medicago truncatula (2001),
- Soya fastilyesi (2006),
- Domates (2006) (Tiirkan, 2007).

1.7.3.1. Kloroplast DNA’nin Transfer Riboniikleik Asit Bolgesi

Kloroplast DNA sekans varyasyonlar1 filogenetik c¢aligmalarda genis Olglide

kullanilmaktadir (Palmer ve ark., 1988; Learn ve ark., 1992). Kloroplast DNA’nin

kodlanmayan bdlge mutasyonlar1 evrimsel akrabalik analizlerinde en sik ve en etkili

kullanilan kisimlarini ifade eder (Taberlet ve ark., 1991). Bu kodlanmayan bdlgelerden biri
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olan; trnT-trnF bolgesi familya alt1 kategorilerinin filogenetik akrabaliklarmi belirlemekte
genis Olclide kullanildigindan dolay1r en kapsamli olarak calisiimis cp DNA kismidir
(Taberlet ve ark., 1991; Kelchner 2000). #rnT-F bolgesi yiiksek dlgiide korunmus ii¢ adet
transfer RNA genlerinin birlikte bulundugu kloroplast genomunun genis tek kopya
bolgesinde bulunur. (Tarikahya, 2009). Bu kisim #7rnl. (UAA) geninden ve her iki yaninda
yer alan intergenik kesici bolgelerinden (IGS) olusur (¢7n T-L ve trn L-F). trnL geni yiikek
oranda korunmus iki ekzon igerir; bu ekzonlar grup I intron tarafindan ayrilir. Bu
ayrilmada her iki yanda bulunan kisimlar olduk¢a korunumlu iken merkezi kisim biiyiik
Olciide degiskendir (Bakker ve ark., 2000). Bununla beraber trnT—trnF bolgeleri (Sekil 1.2)
cogu bitki grubunda degisiklik gostermektedir (Bayer ve Star,1998; Bakker ve ark., 2000;
Mansion ve Struwe, 2004). Bazi yar1 parazit bitkilerde #nL intronu hatta tiim #rnl. gen
bolgesi yoktur ve bulunanlarda da #nT-L ile trnL-F intergenik kesici bdlgelerinde (IGS)
cok yliksek sekans sapmalar1 ve biiyiik 6lciide delesyonlar goriiliir (dePamphilis ve ark.,
1997; Freyer ve ark., 1995; Lohan ve Wolfe, 1998).
trnT (UGU) ve wrnF bolgeleri arasindaki kisim Ozellikle evrimsel c¢alismalarda
kullanilmaya su nedenlerle de olduk¢a uygundur;

1. korunmus #rn genleri ve kodlanmayan bdlgelerin yiizlerce baz ¢iftini icermesi,

2. tek kopya bolgelerindeki mutasyon oraninin yiiksek olmasi,

3. tiirler arasinda genlerin yeniden diizenlenmesinde gen kaybi1 olmasi.

(Wolfe ve ark., 1987)

T L5 il 3 trnF
o 833 = 6 = 324 i
L Ll | | | I
a=—r c— e=—p
trnT-for tmL5"-for trnL3'-for
+—h — ~—f
trnL5-bac trmlL3'-bac trnF-bac

Sekil 1.2. Kloroplast DNA’nm #rn bolgesi (Taberlet ve ark., 1991)
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1.7.4. Bitki Genomlan {le flgili Baz1 Cahsmalar

Diospyros (Ebenaceae) cinsinin 7 tiirline ait 29 genotiple yapilan bir ¢calismada 10 tane
evrensel kloroplast primeri kullanilmis, elde edilen PCR iiriinleri yedi restriksiyon (kesici)
enzimi yardimiyla kesilmis ve irilinler agaroz jelde ylriitiilmiistiir. Yaklasik olarak
kloroplast genomunun %12.6’smin c¢ogaltildigi ¢alismada olusan 267 parcadan 124
tanesinde polimorfizm oldugu saptanmistir (Hu ve ark., 2008).

96 farkli lokaliteden alnan Cavdar (Secale cereale) (Poaceae) organel genomunun
analiz edildigi bir ¢aligmada; 7 kloroplast DNA’s1 ve 4 mitokondri DNA’sinin kodlanan ve
kodlanmayan bolgeleri evrensel kloroplast ve mitokondri DNA primer ciftleri kullanilarak
cogaltilmistir. Cogaltilan her bir parga 13 farkli restriksiyon enzimi ile kesilmis ve
mitokondrial gen bolgelerinin benzerlik orani 0.60, kloroplast gen bolgelerinin benzerlik
orani ise 0.39 olarak bulunmustur (Isik ve ark., 2007).

53 farkli Buchloe dactyloides (Poaceae) genotipinde kromozom sayilarinin incelendigi
bir caligmada 34 adet SRAP primer cifti kullanilarak yapilan PCR ¢alismasinda toplam 243
DNA bandi elde edilmis ve bu bantlardan 231 tanesinin (%95) polimorfik oldugu
bildirilmistir. Daha sonra elde edilen DNA bantlarinin 1-0 seklinde degerlendirilmesi ile
olusturulan dendogram sayesinde genetik benzerlik matriksi ve bu sonucun ekolojik
dagilimla olan iligkisi ortaya konulmustur (Budak ve ark., 2004b).

40 farkli genotipteki bezelye (Pisum sativum) (Fabaceae) tiirii kullanilarak yapilan bir
calisma, 15 farkli SRAP primerleriyle gerceklestirilmis ve bu primerlerden temiz bantlar
veren 7 tanesi secilip PCR isleminin sonucunda 162 polimorfik bant elde edilmistir.
Bantlar 1-0 seklinde degerlendirilerek gerekli analizler yapilmis ve Euclidean uzaklik
matriksi kullanilarak dendogram olusturulmustur (Esposito ve ark., 2007).

Houttuynia cinsine ait iki tiirlin (H. emeiensis ve H. cordata) (Saururaceae) farkl
populasyonlarindan toplanan 70 bitki 6rnegi {izerinde PCR-RFLP teknigi kullanilarak
tiirler ve bireyler arasindaki organel genomu cesitliligininin incelendigi bir ¢alismada;
DNA analizlerinden sonra, mitokondrial DNA ve kloroplast DNA’lara 6zel 7 primer
kullanilarak PCR f{iriinleri elde edilmis, daha sonra Hinfl, Hin6l, BsuRI veya Rsal
restriksiyon enzimleri kullanilarak bu PCR friinleri kesilip, %3’liik agaroz jelde
yiiriitiilmistiir. Sonugta 90 tane DNA bant1 elde edilmis ve bunlardan 31 tanesinin

polimorfik (%34.44) oldugu bildirilmistir. Calisma sirasinda kullanilan primer-enzim
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kombinasyonlarindan 4 tanesi kloroplast genomunda, 1 tanesi de mitokondri genomunda
polimorfizmin belirlenmesini saglamistir (Wei ve ark., 2005).

7 yabani Triticum ve Aegilops (Poaceae) tiiriiniin kullanildigi PCR-RFLP calismasinda,
kloroplast DNA’ya ait olan rbcL. ve psal gen bolgeleri PCR ile ¢ogaltilmig, ardindan da
Hpall, Alul, Hincll, Avalll, Ndel ve Haelll kesici enzimleri kullanilarak kesilmistir. 7.
urartu ve T. monococcum var. boeoticum tiirlerinin dendogramda c¢alisilan diger tiirlerden
ayrildig1 ve genetik mesafe acisindan da diger tiirlerden uzak olduklar: tespit edilmistir
(Unlii ve Siimer, 2005).

Buchloe dactyloides (Poaceae) bitkisinin 56 farkli genotipiyle yapilan ¢calismada; 6 tane
cp DNA ve 3 tane mt DNA primeri kullanilarak PCR reaksiyonlar1 ger¢eklestirilmis ve
PCR firiinleri sayis1 2 ile 6 arasinda degisen restriksiyon enzimleriyle kesilip agaroz jelde
yiiriitiilmistiir. UPGMA metodu kullanilarak elde edilen dendrogamda genotiplerin sadece
%16’smin farkl oldugu, geriye kalan genotiplerin ise farkli biyocografik bdlgelere ait
olmalarina ragmen benzerlik gosterdikleri belirlenmistir (Gtlilsen ve Mutlu, 2005).

Seker pancar1 (Beta vulgaris) (Amaranthaceae) iizerinde mikrosatellit ve PCR-RFLP
metotlar1 uygulanilarak yapilan ¢alisma esnasinda; kloroplast genomuna ait psbE bolgesine
Ozel primer kullanilarak PCR asamasi gerceklestirilmis ve PCR iirtinleri HindIII enzimi
yardimiyla kesilip, triinler %0.8’lik agaroz jelde ylriitiilmiistiir. Ancak kloroplast
genomunun ¢ok fazla genetik cesitlilik gostermedigi tespit edilmistir (Fenart ve ark.,
2008).

40 Elymus, 12 Agropyron, 7 Leymus, 4 Hordelymus ve dig grup olarak kullanilan 1
Brachypodium (Poaceae) olmak tizere 64 Triticeae Orneginde niiklear ribozomal DNA’nin
i¢ transkripsiyonu aralayict (ITS) bolgesinin dizi ¢esitliligi ¢alisilmis ve elde edilen veri
analizleri, ¢alisilan cinsler icerisinde en fazla c¢esitliligin Elymus cinsi igerisinde
varoldugunu goéstermistir (Dizkiric1 ve ark., 2010).

Bermuda otunun (Cynodon sp.) (Poaceae) genetik ¢esitliligin arastirildig: bir caligmada;
31 farkli genotipteki bermuda otu i¢indeki akrabalik iliskisini belirlemek amaciyla 15
AFLP, 10 kloroplast SSRLP, 10 RAPD ve 10 tane de direk DNA’nin minisatellit bolgesini
cogaltacak (DAMD) primer veye primer ¢iftleri kullanilmis, elde edilen 2000 replikasyon
UPGMA ve bootstrap analizleri ile degerlendirilmis ve bermuda otu genotiplerindeki
genetik benzerlik (GS) oranmn 0.608 ile 0.977 arasinda oldugu belirlenmistir (Karaca ve
ark., 2002).
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Kuzeydogu Tibet Qilian Daglari’nda bulunan endemik Coelonema draboides ile akraba
cins Draba (Brassicaceae)’nin 30 tiirii arasindaki akrabalik iliskisinin diizeyini belirlemek
icin niiklear ribozomal DNA’nin ITS bdlgesi ile kloroplast DNA’nin #nlL bolgesi
kullanilmis ve ¢alisma sonunda elde edilen bulgularla bu iki cinsin monofiletik bir grup
oldugu biiytik 6l¢iide desteklenmistir (Chen ve ark., 2010).

Giliney Tunus’da yaygim yetisen tibbi ve aromatik bir bitki olup, ¢ok eski yillardan
beri sebze, baharat ve bitkisel ila¢ olarak kullanilan pembe sarimsak (4//lium roseum L.)
(Amaryllidaceae) populasyonlarindaki genetik cesitliligi belirlemek amaciyla, 24 farkl
populasyona ait 75 bireyin kloroplast DNA’larmin 3 farkl parcasinin (rpL32-#rnL ve rps4-
trnT intergenik kesici bolgeleri ve kodlanmayan psbM-rnDSYC bolgesi) sekans
diziliminden yararlanilmis ve caligma esnasinda, 9 haplotipe dayanan 7 polimorfik dizi ve
1 tane de insersiyon / delesyon tespit edildiginden; populasyon i¢i haplotip ve niikleotit
cesitliligin diisiik oldugu sonucuna varilmistir (Guetat ve ark., 2010).

Tohum yag1 biyodizel kaynagi olarak umut vadeden bir bitki olan Jatropha curcas
(Euphorbiaceae)’in kloroplast genomunun tiim sekansini1 ve organizasyonunu belirlemeyi
amagclayan bir ¢aligmada; bu bitkinin cp DNA’sinin halkasal bir molekiil olup 163,856 baz
c¢ifti uzunlugunda oldugu ve 110 farkli gen kodladig1 (78 protein, 4 rRNA ve 28 farkl
tRNA), ayn1 zamanda genom organizasyonu ve diizeninin angiospermlerin genomuyla

benzer oldugu bildirilmistir (Asif ve ark., 2010).

1.8. Hypericaceae Juss. Familyas: le Tlgili Genel Bilgiler

Hypericaceae familyas1 16000°den fazla tiire sahip oldukg¢a fazla gesitlilik gosteren
Malpighiales ordosuna ait bir familyadir (Wurdack ve Davis, 2009). Bu ordo tropikal
yagmur ormanlarinda yer alan ¢ali ve kiiciik agac tiirlerinin biiyiik bir yiizdesini igerir.
Malpighiales ordosunun biiylik ¢ogunlugu tropikal iklimle sinirli iken, Violaceae,
Salicaceae ve Hypericum gibi {iyeleri tropik olmayan yerlerde de yasamaya uyum
saglamistir (Donoghue, 2008).

Diinyada taksonomik olarak 9 cins ile temsil edilen Hypericaceae familyasmin icerdigi
cinsler; Cratoxylum Blume, Eliea Cambess., Harungana Lamarck, Hypericum L., Lianthus
N. Robson, Santomasia N. Robson, Thornea Breedlove & McClintock, Triadenum

Rafinesque ve Vismia Vand. (Crockett ve Robson, 2011)’dir. Linne’nin zamanindan beri
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bircok taksonomist tarafindan Hypericum cinsi yakin akrabalar1 ile birlikte Hypericaceae
familyasinin i¢cine mi konulmali veya Guttiferae familyasinin Hypericoideae alt
familyasinda mi olmali konusundaki tartismalar iizerinde heniiz bir goriis birligine
varilamamis (Crockett ve Robson, 2011) olsa da, iilkemizde bu familyanin tek temsilcisi
Hypericum cinsidir (Davis ve ark., 1967). Bu familyanin sahip oldugu ortalama %=80
cesitlilik bu cinsden kaynaklanir (Crockett ve Robson, 2011). Hypericum cinsi igindeki bu
cesitlilikten dolayr Hypericaceae familyasini da igceren filogenetik agaclarda dengesiz bir
dagilim s6zkonusu olabilir (Vamosi ve Vamosi, 2011).

Malpighiales ordosu ile igili yapilmis kemotaksonomik bir ¢aligmada; ksanton ve
bazi1 flavonoid bilesenleri bulundurmalarindan dolay1r Hypericaceae, Calophyllaceae,
Clusiaceae, Podostemaceae ve Bonnetiaceae familyalarinin Malpighiales ordosunun diger
iiyelerinden ayrildigi ve bu durumun Wurdack ve Davis’in 2009 yilinda yaptigi molekiiler
tabanli calismayla da uygunluk gosterdigi rapor edilmistir (Crockett ve Robson, 2011).
Hypericaceae familyasinin Hypericum disinda kalan diger cinsleri hakkinda ¢ok fazla
fitokimyasal ¢alisma bulunmadigindan bu cinsler i¢in yeterli bilgi de mevcut degildir, fakat
Harungana madagascariensis bunlardan farkli olarak bakteriyel, viral ve fungal
enfeksiyonlarda geleneksel olarak kullanilan tibbi bir bitki olmasindan dolay1 kimyasal
olarak da daha fazla arastirilmistir (Linuma ve ark., 1995, 1996; Kounam ve ark., 2005).

Hypericaceae familyasinda soluk renkli glandlar ii¢ alt familyada gdzlenirken, koyu
renkli glandlar daha cok Vismioideae ve Hypericoideae alt familyalarmin {iyelerinde
bulunmakla birlikte ayn1 zamanda Cratoxylum (Cratoxylideae) cinsinde de mevcuttur.
Naftodiantron grubundan Hypericin maddesinin su ana kadar sadece Hypericum cinsinin
cicekli tiirlerinde mevcut oldugu belirlenmis iken, koyu renkli glanda sahip Marila ve
Mammea (Calophyllaceae) cinslerinde de Hypericin maddesinin oldugu diisiiniilmekle
birlikte su ana kadar yapilan izolasyon ¢alismalar1 bu durumu onaylacak nitelikte degildir
(Stevens, 2007).

Hypericum cinsinin ait oldugu Hypericaceae familyas: Tiirkiye Florasi’nda 1 cins ve
yaklagik 113 civarinda taksonla temsil edilmektedir. Yurdumuzdaki tiirlerden %41.9°u
endemiktir. Yapraklar basit ve karsilikli, nadiren daireseldir. Sepal 5, tomurcuklar imbrikat
pullu, petal 5 serbest, stamenler demet halinde veya acik¢a belirsiz, ovaryum {ist durumlu
pariyetal veya aksillar plasentalanma gosterir, tohumlar endosperm icermez (Davis ve ark.,

1967).
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1.8.1. Hypericaceae Familyasimin Filogenisi

Hypericaceae familyasinin yanisira, talloid sucul Podosmataceae, yar1 parazit
Rafflesiaceae, amentum ¢igek durumuna sahip riizgarla tozlasan Salicaceae, kaktiis benzeri
sukkulent Euphorbiaceae gibi familyalar1 da barmdiran Malpighiales ordosu i¢in son
yillarda yapilan molekiiler filogenetik analizler su hipotezleri destekler niteliktedir;
a)Hypericum cinsini igeren Hypericaceae familyas1 Guttiferae’nin diger tyelerinden
oldukga farkli bir familyadir,
b)Hemen hemen biitiin tiyeleri talloid sucul olan Podostemaceae familyasi ile Hypericaceae
familyas1 kardes familyalardir,
c)Hypericaceae-Podostemaceae kardes familyalar1 eskiden Guttiferae’nin Kielmeyeroideae
alt familyas1 olan ve yeni literatiirlere Calophyllaceaec olarak gecen familyayla da
kardestirler,
d)Guttiferae’nin diger iiyeleri ve Bonnetiaceae esas olarak daha genis bir tabanda
birlesirler (Korotkova ve ark., 2009).

Malpighiales ordosu igindeki filogenetik akrabalik iligkilerini belirlemek {izere,
kloroplast, mitokondri ve niiklear DNA’nin 13 gen bdlgesi ile totalde 15.604 baz ¢iftinin
ele alindig1 calismada; DNA sekans datalar1 Maxsimum Likelithood, Bayesian ve
Parsimony analizleri kullanilarak degerlendirilmis ve Sekil 1.3’de verilen filogenetik agac
elde edilmistir. Hypericum cinsini i¢eren Hypericaceae familyasi bu agacta da gorildiigi
gibi Podostemaceae, Calophyllaceae, Bonnetiaceae ve Clusiaceae familyalar: ile olduk¢a

yakinlik gosteren kardes bir familyadir (Wurdack ve Davis, 2009).
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Sekil 1.3. Malpighiales ordosuna ait filogenetik aga¢ (Wurdack ve Davis, 2009)
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Hypericaceae familyasinin cinsleri arasindaki akrabalik iliskisini belirlemek amaciyla
Stevens (2007) tarafindan yapilmis smiflandirmaya gore; monotipik bir cins olan
Santomasia’nin  Hypericum cinsi i¢inde, Vismia ve Harungana cinslerinin birbirine
oldukca yakin, Thornea ve Triadenum cinslerinin birbirine yakin olup, Lianthus cinsinin
ise Hypericum ile kardes oldugu Sekill.4’de gosterilmistir. Wurdack ve Davis’in 2009
yilindaki molekiiler tabanli ¢alismalarmin analiz sonucglar1 da Stevens’in sonuglariyla
uygunluk gostermektedir. Hypericum cinsi tlirlerinin biiyiilk cogunlugu ve ona en yakin
akraba cinsler Lianthus ve Santomasia kapsiil seklinde meyveye ve sari-turuncu petallere
sahiptir. Bu cinsler interstaminal verimsiz stamen demetinin olmayisi ile Hypericaceae
familyasmin diger cinslerinden ayrilirlar. Bu 6zellik Hypericoideae’nin diger iiyelerinde
(Thornea ve Triadenum), Cratoxyloideae alt familyas1 (Eliea ve Cratoxylum) ve
Vismioideae alt familyas1 tiyelerinde (Vismia ve Harungana) mevcuttur (Robson, 1977,

1981).

Hypericum _, 7]
el :
Lianthus ™%
Hypericeae
Triadenum ),
Thornea b -
Vismia Mg T
— . Vismieae
1 Harungana LR _
Cratoxylum | Cratoxyleae

2

Sekil 1.4. Hypericaceae familyasinin cinslerine ait filogenetik agac (Stevens, 2007)
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1.9. Hypericum L. Cinsi ile Tlgili Genel Bilgiler

Malpighiales ordosuna ait Hypericaceae familyasinin 9 cinsinden biri de
Hypericum’dur. Robson’un 1977 yilinda Hypericum cinsi ile ilgili yaptigi monograf
calismasinda, bu cinsin 591 taksona sahip oldugu (457 tiir, 70 alttiir, 13 varyete, 11 forma
ve 40 hybrid) belirtilmistir.

Hypericum cinsi tiim kuzey yarimkiirede, gliney Amerika’nin And Daglari’nda, tropikal
ve giliney Afrika’da, Madagaskar’da, giineydogu Asya’da yayilis gostermekle birlikte
birkag¢ tiirli de Avusturalya ve Okyanusya’da bulunmaktadir. Hypericum cinsi igindeki
cesitliligin ana merkezi Palearktik alanlar olup tiirlerin %45’den fazlasi bu alanlarda dogal
olarak bulunurken, ¢esitliligin ikinci merkezi olan Neotropik alanlarda ise tiirlerin %30’u
mevcuttur. Hindistan-Malezya, Nearktik ve Afrotropik bolgelerde ise cesitliligin ¢ok daha
az oldugu tespit edilmistir.

Hypericum cinsi tropikal bolgelerde yiiksek daglar1 habitat edinen bir cins olup, bu
cinsin ekvatoryal kdkenli olan tiirlerinin evrimsel ag¢idan cins i¢indeki diger tiirlere gore
daha eski oldugu tahmininde bulunan Robson (1977), Hypericum’un Gondwanan (Orta
Afrika) kokenli oldugu hipotezini ortaya koymustur. Bu cinse ¢ok yakin akraba olan
cinslerin (Thornea, Vismia, Harungana, Cratoxylum ve Eliea) de tropikal flora elementi
oldugu dikkate alindiginda Robson’un hipotezinin akla ve mantiga uygunlugu artmistir
(Niirk, 2011).

Sar1 petal rengi Hypericum cinsi i¢in karakteristik olup, cinsin sinirlarimi belirlemede
kullanilir (Robson, 1977). Petal rengi Lianthus cinsinde beyaz, Triadenum cinsinde pembe-
mor veya beyaz, Thornea cinsinde pembe veya pembe-beyaz, fakat Santomasia cinsinde
saridir (Stevens, 2007). Hypericum cinsi i¢inde bazi modifikasyonlar da s6zkonusudur.
Cok nadir de olsa Tayvan ve Filipinler’deki H. geminiflorum ve Tirkiye’deki H.
albiflorum gibi tiirlerde saf beyaz renk gozlenmistir. Icerdikleri antosiyanin renk
maddesinden dolay1 H. revolutum tiriinde kirmiz1 noktal cigekler, Tiirkiye ve Suriye’de
bulunan H. capitatum var. capitatum tiriinde ise koyu kirmizi ¢igekler bulundugu Robson
1981°de belirtilmistir.

Hypericum cinsinde belirlenmis iki tip gland mevcuttur, bunlardan biri siyahtan
kirmizaya kadar renklenen “koyu” (dark), digeri ise amber renkli “soluk” (pale) gland
tipidir. Koyu renkli glanda sahip olanlar naftodiantron grubundan Hypericin veya

Pseudohypericin maddesini salgilarken, amber renkli glanda sahip olanlar ucucu yag
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bilesenlerini ve floroglusinol tiirevlerini (6rnegin; Hyperforin) salgilarlar. Bu glandlar
yapraklarm, sepallerin veya petallerin {izerinde intermarjinal ya da laminar olarak
bulunurlar (Crockett ve Robson, 2011). Hyperisin ve pseudohyperisin gibi maddelerden
dolay1r cins {izerindeki ¢alismalar, antibakteriyel, antimikrobiyal, antidepresan ve
antioksidan aktivitesi lizerine yogunlasmis olup, ayni zamanda cinsin ugucu yagiyla ilgili
de pek ¢ok calisma yapilmistir (Bagc1 ve Yiice, 2010a; Bagc1 ve Yiice, 2010b). Cins,
icerdigi ugucu yaglar1 nedeniyle potansiyel tat ve koku endiistrisinde de onemli bir
hammadde kaynagi olmustur.

Tiirkiye’ de yoresel olarak Binbirdelik otu, Kan otu, Kili¢ otu, Mayasil otu, Yara otu,
Kuzu kiran ve Ingilizcede St. John’s wort adiyla bilinen Hypericum perforatum L.,
Hypericaceae familyasina dahil ve Avrupa, Asya, Kuzey Afrika ve Amerika Birlesik
Devletleri’nde yetisen ¢ok yillik 6nemli bir bitkidir. Geleneksel tipta antidepresan bir bitki
olarak kullanilmaktadir (Merck Index, 2003). Cesitli Avrupa iilkelerinde fitoterapi
sahasinda yaygin bir sekilde kullanim1 s6zkonusudur. Son zamanlarda yapilan ¢alismalarda
H. perforatum ve diger tiirlerden elde edilen ugucu yaglar ve ekstraklarinin antiviral,
antioksidan, antimikrobiyal, antifungal, yara iyilesmesi, anksiyolotik ve antikonviilsan
aktiviteye sahip olduklar1 saptanmistir (Rocha ve ark., 1995; Vandenbogaerde ve ark.,
2000; S’anchez-Mateo ve ark., 2002; Butterweck ve ark., 2003; Cakir ve ark., 2005;
Gibbons ve ark., 2005; Hosseinzadeh ve ark., 2005; Po Shiu ve Gibbons, 2006).

Baz1 Hypericum tiirlerinin sinir yaralanmalarinda ve her tiirlii sinirsel sikayette, carpma
sonucu yaralanmalarda ve agir kaldirma sonucu ortaya ¢ikan rahatsizliklarda kullanildigi
bilinmektedir. Ayrica bu bitkinin yagi; agr1 kesici, iltihap Onleyici ve iyilestirici
ozellikleriyle, en 1yi yara yagidir. Yalmzca acik yaralarda, yeni yaralanmalarda,
hematomlarda (deride mavi-mor lekeler), beze siskinliklerinde, giines yaniklarinda ve
plrtizli ciltlerde bakim tonigi olarak kullamilmakla kalmayip, uguklar (herpes), varisli
damarlar, basurlar, sirt agrilar, siyatik, mafsal (eklem) iltihabi, romatizma ve felgli-inmeli
bolgelerde de etkili bir friksiyon (ovarak slirme) yagi olarak da kullanilabilir

(http://www.bitkisel.tedavi.com).

Robson 1981 yayminda, cins i¢indeki kromozom sayismin sabit olmadigi “n” olarak
ifade edilen koromozom setinin genelde 12-7 arasinda degisirken bazi tiirlerde de 6 oldugu
belirtilmistir (H. setosum ve H. cumulicola gibi). Genelde ¢alims1 goriintiide olanlarin n=9

ve n=10 oldugu rapor edilirken, otsu formda olanlarin n=7 ve n=8 oldugu belirlenmistir.
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Cins i¢inde diploit bireylerin yani sira, tetraploit hatta hekzaploit bireylerin mevcut oldugu
da tespit edilmistir (Robson 1981).

Robson 1977 yilinda yaptigr Hypericum cinsinin monograf calismasinda, cinsi 30
seksiyona ayirmis ve daha sonra farkli yillarda yaptigi caligmalarla tiir tanimlamalar1 i¢in
ekledigi karakterler sayesinde seksiyon sayisi 36’ya ylikselmistir (Carine ve Christenhusz,
2010).
Seksiyon 1. Campylosporus (Spach) R. Keller
Seksiyon 2. Psorophytum (Spach) Nyman
Seksiyon 3. Ascyreia Choisy
Seksiyon 4. Takasagoya (Y. Kimura) N. Robson

Seksiyon 5. Androsaemum (Duhamel) Godron

Seksiyon 6.
Seksiyon 7.
Seksiyon 8.
Seksiyon 9.

Seksiyon 10.
Seksiyon 11.
Seksiyon 12.
Seksiyon 13.
Seksiyon 14.
Seksiyon 15.
Seksiyon 16.
Seksiyon 17.
Seksiyon 18.
Seksiyon 19.
Seksiyon 20.
Seksiyon 21.
Seksiyon 22.
Seksiyon 23.
Seksiyon 24.
Seksiyon 25.
Seksiyon 26.

Inodora Stef.
Umbraculoides N. Robson
Roscyna (Spach) R. Keller
Bupleuroides Stef.
Hypericum L.

Concinna N. Robson
Graveolentia N. Robson
Sampsonia N. Robson
Elodeoida N. Robson
Monanthema N. Robson
Olympia (Spach) Nyman
Campylopus Boiss.
Origanifolia Stef.
Drosocarpium Spach
Oligostema (Boiss.) Stef.
Thasia Boiss.
Crossophyllum Spach
Hirtella Stef.

Coridium Spach

Taeniocarpium Jaub. & Spach

Myriandra (Spach) R. Keller



Seksiyon 27. Webbia (Spach) R. Keller

Seksiyon 28. Arthrophyllum Jaub. & Spach

Seksiyon 29. Triadenioides Jaub. & Spach

Seksiyon 30. Heterophylla N. Robson

Seksiyon 31. Adenotrias (Jaub. & Spach) R. Keller
Seksiyon 32. Humifusoideum R. Keller

Seksiyon 33. Adenosepalum Spach

Seksiyon 34. Elodes (Adans.) W. Koch

Seksiyon 35. Brathys (Mutix ex. L. f.) Choisy
Seksiyon 36. Trigynobrathys (Y. Kimura) N. Robson

Cinsin seksiyon ayrimi su karakterler dikkate alinarak yapilmistir (Robson, 1977);

Habit : Agaclar — Calilar — Cok yillik otsu bitkiler — Tek yillik otsu bitkiler
Indumentum : Yok — var (baz1 bagimsiz olusumlar)

Guddeler : Genel olarak iki tip vardir; (i) tanen, bal mumlar1 veya regineler iceren salgi
hiicreleriyle schizogenous (ortasindan béliinerek iireyen) cepler (oyuklar), bunlar solgun
veya yar1 seffaf noktalar, ¢izgiler olarak tanimlanir; (i1) oyuklar1 olmayan salgi hiicrelerinin
kiitlesi, mumlu bir madde ve ¢ogunlukla hiperisin igerirler ve kehribar- kirmizi veya siyah
(veya bazen sadece koyu) noktalar veya ¢izgiler olarak tanimlanir.

Govde : Boyuna dort ¢izgili — iki ¢izgili — silindirik

Yapraklar :
kisa sapgikl

Sapsiz <:
Ampleksikaul — perfoliat

Diisiicii — Kalici
Karsilikli—3 halkali — 4 halkali

Damarlanma paralel — ags1
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Sepaller

Esit olmayan — esit

Kenar1 diiz — disli — silli — sacakl
Petaller

Kalic1 — diisticii (bir kag bagimsiz olusum)
Asimetrik —simetrik

Periant

S-parcalt — 4-parcali (iki bagimsiz olusum)
Stamen demetleri

5—4

Tek — cesitli sekillerde kiimeli [2+1+1+1, 2+2+1, (5), (4)]
Kalic1 — diisticii (bir kag bagimsiz olusum)
Stilus ve plasenta

5—54—->3-2

Plasentalanma

belirli aksil
Gevsek aksil\

cepersel
Tohumlar

Dar kanatli — omurgal1 — silindirik
Kromozom sayisi

1257 (2 6)

Tirkiye Florasinda H. sorgerae ve H. davisii tirleri disindaki Drosanthe seksiyonu
taksonlar1 Hirtella seksiyonunda yer almaktadir (Davis ve ark., 1967). Hirtella
seksiyonundaki tiirler; H. elongatum Ledeb., H. apricum XKarelin & Kiril,, H.
uniglandulosum Hausskn. Ex Bornm., H. salsolifolium Hand.-Mazz., H. hyssopifolium
Vill,, H. lydium Boiss., H. amblysepalum Hochst., H. spectabile Jaub. & Spach., H.
lysimachioides Boiss. & No¢, H. asperulum Jaub. & Spach, H. hirtellum (Spach) Boiss.,
H. retusum Aucher-Eloy, H. libanoticum N. Robson, H. pseudolaeve N. Robson, H.
thymbrifolium Boiss. & Noé, H. helianthemoides (Spach) Boiss., H. vermiculare Boiss. &
Hausskn., H. olivieri (Spach) Boiss., H. capitatum Choisy, H. scabroides Robson &

Poulter, H. scabrum L. ve H. thymopsis Boiss. dir.
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Hirtella seksiyonu taksonlar1 Akdeniz, Tiirkiye, Kirim, Irak ve Altay Daglari’'ndan
Kafkasya’ya kadar yayilis gostermektedir. H. hyssopifolium, H. asperulum, H. hirtellum,
H. libanoticum ve H. vermiculare taksonlar1 ise Tirkiye’de yayilis gdstermemektedir
(Robson, 1977).

Robson 2010 yilinda yapmis oldugu Hirtella seksiyonun monograf calismasinda;
Hypericum elongatum tiriinii 3 varyete (var. antasiaticum, var. elongatum, var.
Iythrifolium) seklinde yeniden diizenlemistir. Daha 6nce bu tiiriin alttiirii olarak belirtilen
H. elongatum subsp. microcalycinum ve subsp. apiculaticum, H. microcalycinum ve H.
apiculatum olarak ayr1 tiirler yapilmastir.

Hypericum cinsi Tiirkiye Florasi’nda A’dan baslayip Fye kadar devam eden gruplardan
ve degisik seksiyonlardan olugsmaktadir. Oldukca genis bir yayilisa sahip olan Hypericum
cinsi bitkileri bir¢ok fitocografik bolgede dogal yayilis gostermektedir. Cinsin tilkemizdeki
yayilis1 ise Sekil 1.5°de verildigi gibidir. Cins iiyeleri ¢ok yillik otsu, ¢cogu zaman ise ¢ali
formundadirlar. Hypericum bitkisinde ¢igekler iki eseylidir. Sepaller (¢anak yapraklar) 5
adettir. Petaller (tag yapraklar) 5 adet olup genellikle sari, cogu kez hafif kirmizi veya
kirmiz1 damarlidir. Nadiren nektar igerirler. Stamen sayis1 5’den 200’e kadar degiskenlik
gosteririr. Ovaryum 3-5 lokuslu veya kismen ya da tamamen bir lokuslu ya da ¢ok sayida
tohum taslag lizerindeki plasentadan olusur. Stiluslar 3-5 adet olup, ayri, ince ve uzundur.
Tohum; kapsiil icinde kendi kendine zardan ayrilan, genellikle yag muhafazasi recine
ihtiva eden veya kese ya da duvar i¢cinde ya da nadiren etli ve kendi kendine agilmayan bir
ozellik gosterir. Bitkide bezlerin goriinimii ve dagilis1 tiirlerin sistematik pozisyonun
belirlenmesinde Onemlidir. Bezler organ g¢evresinde oldugu zaman marjinal, ¢evrenin
yakininda oldugu zaman intermarjinal ve ¢cevreden uzakta oldugunda ise siiperfisial olarak
tanimlanirlar. Yumurtalik ve kapsiil duvarlar: icerisinde dar ve ensiz bezler var ise vittae
(yag muhafazasi) olarak isimlendirilirler. Kisa boylu siskin bezler ise kese olarak tarif

edilir (Davis ve ark., 1967).

Robson’un 1981 yilinda cinsin tiirleri iizerinde 89 morfolojik karakter kullanarak
yaptig1 numerik kladistik analizler sayesinde elde edilen veriler, cinsin filogenesi ile igili
calismalarda da temel bilgi niteligindedir. Son zamanlarda cins i¢indeki akrabalik
iligkilerini daha ayrmtili bir sekilde otaya koymak adina, Avrupa ve Kuzey Amerika’da
bir¢ok farkli grup tarafindan son molekiiler teknikler kullanilarak bu konudaki ¢aligmalar

devam ettirilmektedir (Crockett ve Robson, 2011).
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Sekil 1.5. Hypericum cinsinin Tirkiye’deki yayilist (Davis ve ark., 1967; Giiner ve ark., 2000)

1.10. Hypericum L. Cinsi Drosanthe (Spach) Endl. Seksiyonunun Ozellikleri

Drosanthe seksiyonu iiyeleri Grup C’ye dahildir. Bu grubu digerlerinden ayiran

ozellikleri bu gruba dahil tiirlerin; petallerinin tirnakli, genellikle kirmizimsi veya kirmizi

damarli olmasi, iistteki bezlerin yuvarlak veya oval olmasi, gévdenin dik, otsu, koksiiz,

yapraklarim ise ¢ogu kez dar, 6nemsiz derecede renksiz olusu veya sert olmasidir (Davis ve

ark., 1988; Giiner ve ark., 2000; Davis ve ark., 1967).

Drosanthe seksiyonu tiyeleri Tiirkiye Florasi’nda 23 taksonla temsil edilmektedir. Bu

seksiyona ait taksonlardan; H. spectabile Jaub. & Spach, H. pseudolaeve Robson, H.

thymbrifolium Boiss. & Noe., H. uniglandulosum Hausskn. Ex Bornm., H. salsolifolium

Hand.-Mazz., H. capitatum Choisy, H. scabroides Robson & Poulter., H. thymopsis Boiss.

ve H. sorgerae Robson, yurdumuz i¢in endemiktir (Davis ve ark., 1988; Giiner ve ark.,

2000).
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Hypericum cinsi igerisinde yer alan taksonlarin bazi taksonomik problemlerinin var
oldugu bildirilmektedir. H. spectabile Jaub.&Spach, H. amblysepalum ve H.
lysimachioides ile bir de Yunanistan’daki H. vesiculosum Griseb ile iligki i¢indedir. H.
amblysepalum’a Hochst. ait Tiirkiye’den ornek bulunmamakla beraber, Irak smirimiza
yakin yerden kayit bulunmaktadir. Tiriin morfolojik karakterlerinde problem oldugu
bildirilmistir. H. lysimachioides, iki varyete ile temsil edilmekte (var. lysimachioides ve
var. spathulatum) H. amblysepalum ve H. asperulum Jaub. & Spach. ile cografik ve
morfolojik benzerlikler gostermektedir. H. pseudolaeve Robson endemik bir takson olup
H. amblysepalum, H. capitatum, H. helianthemoides ve H. thymbrifolium ile yakin
benzerlik igerisindedir. Ayni sekilde cins iginde birgcok bitki tiiriiniin birbirleriyle yakin

benzerlik gosterdigi bildirilmektedir (Davis ve ark., 1967).

_ o | |
23 a0 32 3 16 38 40 42 44

Sekil 1.6. Drosanthe seksiyonu iyelerinin Tirkiye’deki yayilisi (Davis ve ark., 1967) (H. spectabile, H.
amblysepalum, H. lysimachioides, H. retusum, H. elongatum, H. apricum, H. lydium, H. davisii, H.
sorgerae, H. pseudolaeve, H. thymbrifolium, H. helianthemoides, H. olivieri, H. uniglandulosum, H.
salsolifolium, H. capitatum, H. scabroides, H. scabrum, H. thymopsis)
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Tirkiye Florasi’na gore Drosanthe seksiyonunun teshis anahtari:

1. Ciceklenme hemen hemen basak seklinden genis piramite kadar

2. Govde yapraklar1 perfoliat ya da genis kordat-ampleksikaul, yar1 dairemsiden liggenimsi
ovata 13. spectabile
2. Govde yapraklar serbest, tabanda kuneat, digerlerine nazaran daralmis

3. Govde yapraklar1 oblong ya da lanseolattan ovata; petaller siklikla kirmizimsi ya da
kirmiz1 damarh

4. Sepaller yuvarlak, spathulat ya da oblongdan hemen hemen dairemsiye; yapraklar

yuvarlak, tiiysiiz ya da yiizeyi dalgali-papillali 14. amblysepalum
4. Sepaller akut, spathulat ya da oblongdan lanseolata; yapraklar obtustan apikulat ya da
akut, tliysiiz ya da kenarlarinda ya da yiizeyinde zayif skabrit. 15.
lysimachioides

3. Govde yapraklari linear ya da dar lanseolat; petaller kirmizimsi ya da kirmizi damarlh
degil (14&16 disinda)
5. Yapraklar retus, ucta siyah guddeli; govde, yaprak ve petaller genellikle noktali siyah
guddeli; sepaller genellikle 2 siyah ¢izgili 18. retusum
5. Yapraklar mukronattan yuvarlaga; govde, yaprak ve petaller siyah guddesiz; sepaller
siyah cizgili degil
6. Sepaller oblongdan obovat-spathulat, petaller 8-12 mm, kapsiil 8-13 mm

14. amblysepalum
6. Sepaller lanseolattan ovata ya da oblong, yuvarlak ise petal ve kapsiillerden kiiciik
7. Kapsiil yumurtamsi, akuminat ya da belirli gagali; budlar akut ya da obtus, genellikle
elipsoid
10. Yapraklar yuvarlak, ucta guddesiz; sepaller nadiren kabartili
8. Sepaller + esit degil, bazen imbrikat, en azindan kismen guddesiz kenarlar1 ile obtus ya
da yuvarlaktan apikulata; govde guddeleri yok ya da kiiciik, belirli degil

16. hyssopifolium

8. Sepaller esit, imbrikat degil, akut ya da hemen hemen akut, kenarlar1 diizenli guddeli;
govde guddeleri genellikle ¢cok sayida ve = belirli 17. lydium
7. Kapsiil kiiremsi kisa gagali ya da degil; budlar yuvarlak, genellikle kiiremsi
9. Sepaller +esit degil genellikle imbrikat ve kenarlar1 diizensiz guddeli

16. hyssopifolium
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9. Sepaller esit ya da hemen hemen esit, imbrikat degil, kenarlar1 + diizenli guddeli
11. Kapsiil kisa gagali; yapraklar genellikle dalgali papillali; c¢igeklenme silindirikten
genis piramite 19. pseudolaeve
11. Kapsiil kiiremsi; yapraklar genellikle tiiysiiz; ¢igeklenme hemen hemen basak
seklinden piramite ya da silindirik 20. helianthemoides
10. Yapraklar apikulat ya da mukronat yada ucta siyah guddeli, yuvarlak, ugta guddesiz,
sepaller kabartili
12. Sepaller akut, tabanda 3 kabartili; yapraklarm mukrosu guddesiz; cigceklenme
piramitten kisa silindirige 21. thymbrifolium
12. Sepaller yuvarlaktan mukronata, tabanda 5 kabartili; yapraklarin genellikle ucu
guddeli; ¢igeklenme + basak
13. Yapraklar ve genellikle sepaller guddeli ya da mukro guddesiz; govde ve yapraklar kisa
havli tiiyliiden tiiysiize 22. uniglandulosum
13. Yapraklar ve genellikle sepaller ugta guddeli ya da tepecikte guddeli; gévde ve
yapraklar kisa havl tiiyli 23. salsolifolium
1. Ciceklenme kiiremsiden hemen hemen kiiremsiye
14. Ciceklenme hemen hemen kiiremsi; gévde tiiysiiz; petaller genellikle koyu kirmizidan
portakal kirmizisina; yapraklar yuvarlak 24. capitatum
14. Cigeklenme kiiremsi; govde genellikle kisa yumusak ya da skabrit tiiylii; petaller sari;
yapraklar mukronattan yuvarlaga
15. Govde kisa yumusak tiiyliiden kisa havliya; sepaller serbest ya da sadece tabanda
kiimeli 25. scabroides
15. Govde skabrit tiiylii ya da nadiren tiiysiiz fakat yapraklar apikulat ya da mukronat;
sepallerin uzunluklarinin tigte biri ya da {icte ikisiden itibaren kiimeli
16. Govde guddeleri dallanmamas; ¢igeklenme c. 15-¢ok cicekli; gdvde 10-60 cm

26. scabrum
16. Govde guddeleri dallanmis; ¢iceklenme 1- c. 22 ¢igekli; govde 3-11 cm

27. thymopsis

Drosanthe seksiyonuna ait en son biyosistematik tabanli ¢alisma 2009 yilinda Yiice
tarafindan yapilmistir. Bu ¢alismayla seksiyon iiyelerinin morfolojik 6zellikleri yeniden
degerlendirilmis ve Tiirkiye Florasi’nda yer alan betimlerine yeni karakterler eklenmekle

birlikte, baz1 farkliliklar da tespit edilmistir. Bu farkliliklar Tablo 1.1°de gosterilmektedir.
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Tablo 1.1. Drosanthe tiyelerinin morfolojik &zellikler bakimindan Tiirkiye Florasi’ndaki betiminden

farkliliklar1 (Yiice, 2009)

TAKSON

Tiirkiye Florasi

Calisma sonunda saptanan
farkhliklar

H. spectabile

Govde boyu 35-60 cm

Govde yapraklart boyu
20-45 mm

Petal 9-14 mm

Govde boyu 43-80 cm

Govde yapraklart boyu 20-30
mm

Petal 6-13 mm

H. amblysepalum

Govde boyu 20-80 cm

Govde genellikle
guddesiz

Govde yapraklart boyu
(15-)-20-55 mm

Petal 10-15 mm
Kapsiil 7-10 mm

Govde boyu 25-40 cm

Govde guddesiz ya da
kehribar guddeli

Govde yapraklart boyu 10-30
mm

Petal 8-12 mm
Kapsiil 8-13 mm

H. retusum Govde boyu 15-50 cm Govde boyu 15-61 cm
Petal 7-10 mm Petal 6-11mm
Govde boyu (15-)45- Govde boyu 34-101 cm
75em Govde yapraklart boyu 8-20
Govde yapraklart boyu mm
. 10-30 mm Ciceklenme 14-50 mm
H. apricum Ciceklenme 12-39 mm
Petal 8-11 mm
Petal -9 mm Kapsiil 6-10 mm
Kapsiil 5-8 mm
H. lydium Govde yapraklart ucu Govde yapraklart ucu

yuvarlak
Kapsiil 6-8 mm

obtusdan mukronata

Kapsiil 7-12 mm

H. pseudolaeve

Govde boyu 15-60 cm;
dik

Govde boyu 16-41 cm; dik
ya da tabanda yatik

Govde boyu
(11)-17-22 cm

Govde yapraklart boyu
5-11 mm

Govde boyu 33-68 cm

Govde yapraklart boyu 8-23
mm

Ciceklenme 7-34 mm

H. sorgerae i
Cigeklenme (3)-5-10mm | 50110 16 im
Petal 9-12 mm Kapsiil 7-10 mm
Kapsiil 5-7 mm
Govde yapraklar1 boyu | Govde yapraklari boyn 7-12
N 8-28 mm mm
H. davisii

Ciceklenme 8-22 mm
Kapsiil 4-7 mm

Ciceklenme 7-26 mm
Kapsiil 8-10 mm

H. helianthemoides

Petal 4-9 mm

Kapsiil 4-5 mm

Petal 6-10 mm
Kapsiil 7-8 mm
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H. thymbrifolium

Govde boyu 9-22 cm; dik

Govde yapraklart boyu
7-13 mm

Kapsiil 3-4.5 mm

Govde boyu 8-45 cm; dik ya
da tabanda yatik

Govde yapraklart boyu 6-17
mm

Kapsiil 6-9 mm

H. uniglandulosum

Govde yapraklart boyu
(10-)14-28(-33) mm

Petal 6-8 mm

Kapsiil 2.5-4 mm

Govde yapraklart boyu 11-39
mm

Petal 6-10 mm
Kapsiil 6-9 mm

H. salsolifolium

Petal 6-8 mm

Kapsiil 2.5-4 mm

Petal 8-10 mm
Kapsiil 7-8 mm

H. capitatum

Govde boyu 15-50 cm

Govde yapraklart boyu
8-28 mm

Petal 5-7- mm

Kapsiil 5-7 mm

Govde boyu 26-34 cm

Govde yapraklart boyu 9-15
mm

Petal 4-8 mm

Kapsiil 4-5 mm

H. scabroides

Govde boyu 15-40 cm

Govde yapraklart boyu
7-15 mm; ucu yuvarlak

Petal 10-15 mm
Kapsiil 7-10 mm

Govde boyu 20-46 cm

Govde yapraklart boyu 7-11
mm; ucu apikulat-mukronat

Petal 8-12 mm
Kapsiil 8-13 mm

H. thymopsis

Govde boyu 3-11 cm

Govde yapraklart boyu
6-18 mm

Kapsiil c. 4 mm

Govde boyu 5-12 cm

Govde yapraklart boyu 5-13
mm

Kapsiil 5-6 mm

H. spectabile, H. pseudolaeve, H. thymbrifolium, H. salsolifolium, H. thymopsis ve

H. retusum tiirlerinin braktelerinin siyah guddeli diger tiirlerin ise siyah guddesiz oldugu

tespit edilmistir. Ayrica seksiyon iiyeleri i¢inde sadece H. retusum’un anterinin siyah

gudde tasidigi ilk defa bu ¢caligmayla belirlenmistir. Diger taksonlarin anterlerinin seffaf ya

da kehribar guddeli ya da guddesiz oldugu saptanmistir.

H. capitatum (var. capitatum ve var. luteum), H. scabrum, H. scabroides ve H.

thymopsis taksonlarmi seksiyonun diger iiyelerinden aymran en oOnemli 6zellik ise

ciceklenme sekillerinin kiiremsi ya da hemen hemen kiiremsi olmasidir. Bu bes takson

birbirleri ile yakin iligkilidir. H. capitatum’™un diger 3 tilire oranla ciceklenme sekli az

kiiremsidir. H. scabroides’in govdesinde kisa havli ya da kisa yumusak tiiyler

bulunmaktadir.
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H. scabrum ve H. thymopsis tiirlerinin govdesi ise skabrit tiiylli ya da tiiystzdiir. H.
thymopsis’in bitki boyu diger tiirlere oranla olduk¢a kisadir (3-11 cm). Braktenin gudde
durumuna bakildiginda ise bu dort tiir icinde siyah guddeli olan sadece H. thymopsis’dir.

H. spectabile tiirlinlin govde yapraklar1 seksiyonun diger taksonlarindan oldukca
farklilik gostermektedir. Govde yapraklarmin perfoliat ya da genis kordat-ampleksikaul,
yar1 dairemsiden tiggenimsi-ovat olmasindan dolay1 yakin iliskili oldugu H. lysimachioides
ve H. amblysepalum tirlerinden ayrilmaktadir. Ayrica Tirkiye Florasi’nda yer almayan
brakte karakterine gore de bu iki tiirden ayrilmaktadir. H. spectabile’nin braktesi siyah
guddeli, diger iki tiiriin ise guddesizdir.

H. retusum’u seksiyon i¢indeki diger taksonlardan aymran en onemli karakterler
govde, yaprak ve petallerinin siyah guddeli ve sepallerinin ve braktelerinin iki siyah ¢izgili
guddeli olmasidir. Brakteleri sepalleri gibi 2 siyah ¢izgili guddeye sahiptir. Bu 6zellik ilk
kez Yiice (2009) tarafindan tespit edilmistir.

H. elongatum (subsp. apiculatum ve microcalycinum), H. apricum ve H. lydium
birbiri ile yakin iligkilidir. H. lydium sepallerinin esit olmas1 ve govdesinde bulunan ¢ok
sayida ve belirli kirmiz1 ve kehribar guddeleri ile diger ii¢ taksondan ayrilmaktadir.

H. pseudolaeve, H. thymbrifolium, H. helianthemoides ve H. olivieri ile iliskilidir.
Ozellikle yaprak ucunun yuvarlak olmasi ile H. thymbrifolium ve H. helianthemoides
tirlerinden ayrilmaktadw. H. thymbrifolium’un sepallerinin kabartili ve yapraklarinin
ucunun mukronat olmas1 H. helianthemoides ile arasindaki en ayirt edici 6zelliklerdir.

H. uniglandulosum ve H. salsolifolium tiirleri yakin iliskilidir. ki tiirii birbirinden
ayrran farklhiliklar H. salsolifolium taksonunun gdvdesinin daima skabrit-kisa havl tiyli,
yapraklarmm obtus seklinde mukronat, u¢ kisminin guddeli ve kisa havl tiiyli,
braktelerinin mukrosunun guddeli, sepallerinin genis oblong, yuvarlaktan obtusa, ug
kismmin mukrosuz, bazen siyah guddeli olmasidir.

H. capitatum var. capitatum seksiyon iginde kirmizimsi turuncu petal rengine sahip
tek taksondur. Diger taksonlarin petal rengi saridir. Cins i¢inde taksonomik 6nemi olan
petallerin kirmizi damarli olma 6zelligi seksiyon i¢inde; H. amblysepalum, H. davisii, H.
elongatum, H. lydium, H. lysimachioides, H. apricum ve H. spectabile taksonlarinda
nadirende olsa rastlanmaktadir. Diger taksonlarda ise petaller kirmiz1 ya da kirmizimsi
damarh degildir. H. retusum ise petal yilizeyinde siyah gudde tasiyan tek tiirdiir (Yiice,
2009).
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1.11. Cahlsmanin Amaci

- Bu c¢alismada, Hypericum L. (Hypericaceae) cinsinin Drosanthe (Spach) Endl.
seksiyonuna ait 23 takson arasindaki filogenetik iliskinin molekiiler teknikler kullanarak
belirlenmesi amag¢lanmistir. Bu nedenle, daha dnceden yapilan arazi ¢alismalar1 sonucunda
toplanmis bazi bitki drnekleri ve tez doneminde toplanan orneklerin yapraklarindan izole
edilen kloroplast genomu c¢alismada kullanilmastir.

- Kloroplast DNA’nin kodlanmayan bdlgelerden biri olan; trnL-#rnF bdlgesi familya alt1
kategorilerin filogenetik akrabaliklarini belirlemede genis 6l¢iide kullanildigindan dolay1
bizim ¢aligmamizda da tercih edilen kisim olmustur. Evrimsel akrabaliklar1 ve bireyler
arasindaki cesitliligi belirlemek amaciyla kloroplast DNA’nin #7nl.3’ ve trnF bolgeleri
arasindaki kisim #rne ve trnf primer seti kullanilarak ¢cogaltilmistir.

- Elde edilmesi planlanan molekiiler verilerle, ¢esitli analiz yontemleri kullanilarak ¢aligma
materyali 23 taksona ait bir filogenetik aga¢ (kladogram) hazirlanmasi hedeflenmistir. Bu
sayede taksonlarin birbirine olan genetik yakinligi ve uzakligi hakkinda yorum
yapilabilmesi, taksonlar arasi akrabalik, sistematik ve infragenerik iligkilerin belirlenmesi
amaclanmastir.

- Calisma kapsaminda kullanilan bireylerin sekans dizilimine dayali; korunmus bdlge
sayisini, varyasyon sayisini, niikletotid kompozisyonunu, niikletotid ¢esitliligini, genetik
uzaklik degerini ve tiirlerarasi iliskileri belirlemek amaglanmistir.

- Yiice (2009) tarafindan ortaya konulan Hypericum cinsi Drosanthe seksiyonu ile ilgili
biyosistematik iligkilere, fenetik ve biyokimyasal yaklasimlara bu calisma ile molekiiler
acidan da yeni yaklagimlar saglanmasi, cins ici genetik benzerlik ve farkliliklarin ortaya
cikartilmasi hedeflenmistir.

- Ayrica bu seksiyona ait ¢alisilmayan taksonlarin ¢cok amacl olarak calisilmasina da
imkan saglanmis olacaktur.

- Bunlarmn yanisira 23 taksona ait sekans analiz sonuglar1 da tarafimizca belirleneceginden
seksiyon ve cins ile ilgili ¢alismalara yeni bir bakis agismnin da getirilmesi amaglanmustir.

- Secilen tez konusu iilkemizde bu cins ve bu seksiyona ait ilk filogenetik tabanli ¢calisma

olmas1 ac¢isindan da ayrica 6nemlidir.

41



2. MATERYAL ve METOT

2.1. Bitki Materyallerinin Elde Edilmesi

Bu c¢alismada Tirkiye’de yetisen Hypericum L. (Hypericaceae) cinsine ait Drosanthe
(Spach) Endl. seksiyonunun taksonlar1 kullanilmistir. Bu bitkilerin ¢ogu 2005-2009 yillarinda
Mayis—Temmuz aylar1 arasinda c¢igekli olarak dogal habitatlarindan Yiice (2009) ve Dogan
tarafindan toplanmis olup Firat Universitesi Herbaryum (FUH)’unda ve Bitki Uriinleri ve
Biyoteknolojisi Arastirma Laboratuar1 (BUBAL)’nda korunmaktadir. Eksik taksonlar da
tarafimizca toplanmis ve seksiyon iiyelerinin sekans dizilimine dayali bir filogenetik analiz
calismas1 yapilmistir. H. spectabile, H. sorgerae, thymbrifolium, H. salsolifolium, H.
scabroides ve H. thymopsis tiirleri tip lokalitesinden toplanmistir. Tip lokalitelerinde
bulunamayanlar veya ulasilamayanlar ise tip lokalitesine en yakin yerlerden veya dogal
habitatlardan temin edilmistir.

Calisma kapsaminda seksiyon iiyelerinin her biri i¢in 3 farkli populasyon veya 3
degisik bitki Orneginden yararlanilmistir. Her bir Ornegin yapragi -20 °C’lik derin
dondurucuda DNA izolasyonu yapilana kadar korunmustur. Calismada kullanilan bitkilerin
toplandig1 lokaliteler Tablo 2.1°’de, bu lokalitelerin Tiirkiye Haritasi tlizerindeki gdsterimi

Sekil 2.1°de, bazi1 bitkilerin habituslar1 ise Sekil 2.2°de verilmistir.



Tablo 2.1. Calisma kapsaminda kullanilan taksonlarin listesi ve lokalite bilgileri

TAKSON

TOPLAYICI NO

TOPLANDIGI YER

H. spectabile

G. Dogan 2202

Kahranamarag-Narl1 arasi, 85.
yil orman1 yanu, tarla igi.

E. Yiice 1037 Karabiyikli-Gaziantep  arasi,
eski Antep yolu 30. km, yol

H. amblysepalum kenar, 700-800 m. g
E. Yiice 1025 Karga-Ortagali, Gozeli yol

H. lysmachioides var. lysimachioides

ayrimi, 1550 m, tarla kenart,
Elazig.

H. lysmachioides var. spathulatum

G. Dogan 2277

Korpe Koyii'ne 3 km kala,
yolun sagi, yamaglar, Elazig.

H. elongatum var. elongatum

G. Dogan 2203

Devlet Hastanesi ¢ikisi, Ahir
Dag girisi, 3. km, 1000 m,

Kahramanmaras.
H. apiculatum E. Yiice 2600 Glimiishane-Erzincan arasi
Harput, Siisnaz, 1400 m, dag
E. Yiice 1023 yamaglari, Elazig.
H. microcalycinum E. Yiice 1027 Kiirk Eskibaglar, 1600 m, dag
E. Yiice 1029 yamaglari, Elazig.

Gozeli merkezinin st
kesimleri, 1550 m, Elaz1g.

Zara giriginden igeri 25 km
sonra, yamag, yol kenari, 1350

H. sorgerae G. Dogan 2330 m, Sivas.
Sivas il smir1 levhasindan
H. apricum G. Dogan 2332 ls(‘r’:rkaa-‘ly:hl“; Ssg%nl’. Kangal’a 40
H. davisii Sivas havaalan1 girisi, yol
G. Dogan 2331 kenari, 1620 m.
H. lydium Narli-Karabiyikl1  arasi, eski
G. Dogan 2213 Antep yolu iizeri.
w2 | Rl Tl 2,
G. Dogan 2231 Golbasi-Malatya arasi.
Erkenek Vadi Kkarsisi, dag
yamaci,  Adiyaman-Malatya
arasl.
H. retusum G. Dogan 2271 Kabahaydar-Ugkenar ~ Koyii

civari, 675 m, Sanhurfa.

H. pseudolaeve

E. Yiice 1061

Arabkir-Malatya arasi, 1200
m, dag yamaglari.

H. helianthemoides

E. Bagc1 2029

Gevas, Artos Dagi etekleri,
1990 m, Van.
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H. thymbrifolium

G. Dogan 2248
G. Dogan 2273
E. Yiice 1084

Akcadag’a 20 km kala,
Malatya.

Elbistan yolu iizeri, Gokpinar
¢ikist, yol kenari,
Kahramanmaras.

Malatya-Darende arasi, 50.
km, 1500 m, tarla igi.

H. uniglandulosum

G. Dogan 1334

Harmantepe Koy yolu iizeri,
orman kenari, 1100 m, Elazig.

Cip Baraj Golii, piknik alani

G. Dogan 1394 gevresi, 1080 m, Elazig.
3. Hayta 2056 Dambiiyilk Koyli  Deliktas

Mevkii, 1000 m, Elaz1g.
H. salsolifolium Sanlwrfa-Hilvan arasi, Eski
E. Yiice 1047 Hilvan Yolu, 25. km, vyol

kenar1, 694 m.

H. capitatum var. capitatum

G. Dogan 2284

Atatirk Baraji  arkasindaki
adalar ¢evresi, 1200 m,
Adiyaman.

H. capitatum var. luteum

G. Dogan 2212

Gaziantep ¢ikisi, yol kenari.

H. scabroides

G. Dogan 1413
G. Dogan 2261
. Yiice 1069

es]

Besik  Koyii ¢evresi, yol
kenari, 1120 m, Elaz1g.

Darende-Elbistan yol ayrimu,
Darende ¢ikisi, 5. km. 1400 m,
Malatya.

Elazig-Miiriidiic  Koyii aras,
1315 m, yol kenar1.

H. scabrum

G. Dogan 2209
G. Dogan 2227

Ahir Dag1, 2000 m,
Kahramanmaras.

Pazarcik’a 15 km kala, Maras.

Elbistan  Ekinozii  I¢meler

G. Dogan 2268 Mevkii, 10.km,
Kahramanmaras.
Darende-Giiriin arasi, 20. km,
H. thymopsis E. Yiice 1087 1500 m, jipsli alanlar, Malatya.

H. olivieri

G. Dogan 2270
G. Dogan 2272

Darende’ye 40 km kala, yol
kenari, 1330 m, Malatya.

Malatya-Darende Arasi,
Darende’ye 20 km kala.
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H. spectabile _ ___H. amblysepalum

H. elongatum subsp. microcalycinum H. apricum
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H. uniglandulosum

H. salsolifolium

Sekil 2.2. Calisma kapsaminda kullanilan bazi bitkilerin habituslari
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2.2. Yapraklardan DNA izolasyonu

Toplanan 6rneklerin sekans okuma asamasina gelene kadar biitiin 6n c¢alismalari, Orta
Dogu Teknik Universitesi (ODTU) Biyolojik Bilimler Béliimii'ndeki Bitki Molekiileri
Laboratuari’nda yapilmistir. Sekans okutma islemi ise yine ODTU yerleskesinde bulunan
Refgen’e yaptirilmastir.

DNA, CTAB (Cetyl Trimethyl Ammonium Bromide) metodu temel alinarak izole
edilmistir (Doyle ve Doyle, 1987). Bu metoda gore;
1) Bitki yapraklar1 porselen bir havan icerisinde sivi azot yardimiyla ince toz haline getirilip
beyazimsi renk gozlenene kadar doviildii.
2) 1.5 mL’lik santrifiij tliplerinin igerisine Ogiitiilmiis bu yapraklardan 0.2 gram konulup,
iizerine onceden 60 °C’de 1sitilmis CTAB tamponundan 750 pL eklendi.
3) Ornekler bu soliisyonla birlikte 60 °C’lik su banyosunda 30 dakika inkiibasyona birakildi.
4) Inkiibasyondan sonra kloroform-izoamil alkol (24:1) karisimmdan 750 pL eklendi.
5) Bu tiipler hafif¢ce calkalanip, 10.000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi.
6) Bu basamaktan sonra 2 faz gézlemlendi; biri DNA’y1 i¢eren sulu faz digeri ise alt kisimda
kalan bazi protein, lipit ve birgok sekonder bileseni iceren kloroform faziydi. Bu iki faz
arasindaki ara yiizey, fazla miktarda hiicre kalintis1 ve biraz da ¢6kmiis protein ve benzerlerini
iceren kisimdir.
7) Ust kisimdaki temiz ve renksiz olan sulu faz, genis bir pipet yardimiyla yeni santrifiij
tiiplerine alindi.
8) Hacmin 2/3°i kadar (yaklasik 600 pL) soguk iso-propanol eklenip, tiipler hafifce
calkalandu.
9) Bu 6rnekler -70 °C’lik dondurucuda en az 1 saat bekletildi.
10) Sonra 15 dakika 13.000 rpm’de santrifiij edildi.
11) Santrifiijden sonra siipernatant (sivi kisim) dokiiliip, pelet 750 uL. % 70’lik etanol ile
yikandu.
12) Siipernatantin tiipten tamamen uzaklastirilmas: i¢in tiipler tekrar 5 dakika 13.000 rpm’de
santrifiij edildi.
13) Peletler kuruyana kadar oda sicakliginda yaklagik 1 saat bekletildi.
14) DNA’y1 siispanse etmek i¢in 50 puL apirojen su (PCR soliisyonu) kullanildi ve izole
edilmis olan bu DNA daha sonrada kullanilmak iizere -20°C’de saklandi.
15) DNA bu haliyle % 0.8’lik agaroz jel elektroforezinde yiirtitiildii.
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2.3. DNA Ol¢iimii

Orneklerdeki DNA konsantrasyonu Nanodrop 2000 spektrofotometre kullanilarak 260 nm
(ng/uL)’de o6l¢iildii. Bu cihazda 260/280 nm’deki absorbe degerleri DNA-protein saflik
derecesini, 260/230 nm’deki absorbe degerleri ise DNA-RNA saflik derecesini belirtmektedir.
DNA’lar kalite bakimindan degerlendirildiginde, kaliteli DNA’larda safligin 260/280 oraninin
yaklagik 1,8-2,0 civarinda olmas1 beklenmektedir. Elde edilen degerin 2,0°den yiiksek olmasi;
ornegin RNA, kloroform ya da fenol ile kirli oldugunu ve 1,8 degerinden diisiik olmasi ise
ornek icerisinde proteinler ya da fenolik (polifenol) bilesikler bulundugunu ifade eder
(Hoisington, 1992). DNA olctimleri yapilmadan 6nce DNA’nin yiiklenecegi kisim alkollii bir
bezle silinip, temizlendikten sonra ince uglu bir pipet yardimiyla her bir DNA 6rneginden 0,1
uL kadar yiiklendi. DNA’larm kalite ve miktar tayini bu cihaz yardimiyla tespit edildi. DNA
numunelerinin okunmas1 i¢in de kor (blank) olarak ultra saf su kullanildi. Kalite ve miktar

acisindan en 1yi olan DNA’lar PCR’da ¢ogaltma islemi i¢in segildi.

2.4. On Denemeler ve Kloroplast DNA’nin t-RNA Bélgesinin Cogaltilmasi

Kloroplast DNA’nin t-RNA bolgesini PCR’da c¢ogaltma icin baslangicta 3 primer seti
kullamild1. t7nT- trnl5’ bolgesini c¢ogaltmak i¢in frna ve trnb, trnl5’-trnl.3’ bolgesini
cogaltmak i¢in ¢rnc ve trnd ve son olarak trnlL.3’-trnF bolgesini ¢cogaltmak i¢in de trne ve trnf
primer setleri kullanilarak, her bir bdlge i¢in 5 birey lizerinden 6n denemeler yapildi. Daha
sonra elde edilen PCR iiriinleri % 2’lik agaroz jel elektroforezinde ytriitiildii. Denemeler
Refgen’e gonderildi. Refgen’den gelen pikler Finch TV 1.4’de incelendiginde en kaliteli ve
spesifik sonuglarin #rne ve trnf primerlerinin kullanildig: bolgeye ait olduguna karar verildi.

Bu nedenle ¢aligmanin daha sonra sadece bu primerlerle yiiriitiilmesi uygun goriildii.

trn'T- trnLS’ bolgesi:
trna (Forward): 5 CAT TAC AAA TGC GAT GCT CT 3’
trnb (Reverse): 5° TCT ACC GAT TTC GCC ATATC 3’

trnLL5’-trnL.3’ bolgesi:

trnc (Forward): 5> CGA AAT CGG TAG ACG CTA CG 3°
trnd (Reverse): 5 GGG GAT AGA GGA CTT GA AC¥®
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trnL3’-trnF bolges:
trne (Forward): 5> GGT TCA AGT CCC TCT ATC CC 3’
trnf (Reverse): 5 ATT TGA ACT GGT GAC ACG AG 3’

2.5. PCR’da Cogaltma

PCR karisimi hazirlanirken 6nce toplam hacim 25 pL olacak sekilde gereken maddeler

farkli miktarlarda kullanilarak Tablo 2.2’de gosterildigi gibi 7 farkli kosulda denemeler

yapild1.

Tablo 2.2. PCR sartlarinin optimizasyonu i¢in denenen reaksiyon karigimlari

dH20 10X MgCl, dNTP Primer cifti Taq DNA | Toplam
(nL) PCR (25mM) (mM) (100pM) Pol. (nL) (nL)
tamponu (Su/pL)

1 21.95 1 uL 1 uL 0.25 uL 0.1+0.1 uL 0.1 uL 0.5 25

2 21.65 1 uL 1 uL 0.25puL | 0.25+0.25 uL | 0.1 pL 0.5 25

3 20.15 1.5 uL 1.5pL | 0.25puL | 0.25+0.25uL | 0.1 pL 1 25

4 21.4 1 uL 1 uL 0.5puL | 0.25+0.25uL | 0.1 uL 0.5 25

5 20.9 1 uL 0.5uL 0.5puL | 0.25+0.25uL | 0.1 uL 1.5 25

6 19.4 1.5 uL 1.5 uL 1 uL 0.25+0.25 uL | 0.1 pL 1 25

7 18.35 2.5 L 2 nL 0.25 pLL | 0.25+0.25 pLL | 0.15pL | 1.25 25

Denenen bu reaksiyon karigimlar: igerisinde en iyi sonucu 7. reaksiyon sagladigindan

geri kalan basamaklar sadece bu sarta riayet edilerek devam ettirildi. Sekans analizleri i¢in bu

sartta belirtilen miktarlar son karigim hacmi 50 pL olacak sekilde optimize edildi. Bu

durumda toplam PCR karisimi icin; 5 pL 10x PCR tamponu, 4 pL MgCL (25 mM stok
soliisyon), 0.5 puL dNTP (10 mM her bir ANTP) (Fermentas, Ontorio, Canada), 2.5 pL DNA,
100 uM’lik pimerlerin her birinden 0.5 pL, 0.3 uLL Tag DNA polimeraz (5u/ puL) ve 36.7 uL
dH,O (steril su) kullanild1 (Tablo 2.3).

51




Tablo 2.3. Optimize edilmig PCR reaksiyon karigimi

PCR igerigi Kullanilan Hacim Son Konsantrasyon
d H,O 36.7 NA
MgCl, (25 mM stok soliisyon) 4 2.3 mM
10x PCR tamponu 5 1X
dNTP (10 mM her bir ANTP) 0.5 0.1uM
Forward primer (¢rne) (100 pM) 0.5 1uM
Reverse primer (¢7nf) (100 uM) 0.5 1uM
Taq DNA polimeraz (5u/ pL) 0.3 0.03 v/ pL
DNA (3ng/ uL) 2.5 0.5ug/ uL
Toplam Hacim 50

En 1yi PCR dongii programinin hangisi oldugunu anlamak i¢in, 6zellikle primerlerin
baglanma basamaginda (Anneling) 50-60 °C’ler arasinda farkli sicaklik degerleri girilerek
deneme PCR’lar1 yapildi, denemeler sonunda c¢alisilan 6rnekler icin en uygun PCR dongii
programmin Tablo 2.4’de gosterildigi gibi olduguna karar verildi. Buna gére PCR dongii
programi; Oon denatlirasyon basamagi 1 dongl icin, 94 °C’de 2 dakika, 30 dongii i¢in;
denatiirasyon basamagi 94 °C’de 15 saniye, primer baglanmasi 58 °C’de 30 saniye, uzama 72
°C’de 45 saniye ve en son uzama basamagi 1 dongii i¢in 72 °C’de 5 dakika olacak sekilde

ayarlandi.

Tablo 2.4. Kloroplast DNA’nin #7n bolgesini ¢ogaltmak igin kullanilan PCR dongii programi

SICAKLIK (°C) SURE DONGU SAYISI AMAC
94 2 dk. 1 On denatiirasyon
94 15 sn. 30 Denatiirasyon
58 30 sn. 30 Baglanma
72 45 sn. 30 Uzama
72 5 dk. 1 Sonlandirma
4 15 dk. - Bekleme
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2.6. PCR Uriinlerinin Gozlenmesi

PCR isleminden sonra, ¢cogaltma isleminin gerceklesip gergeklesmedigini belirlemek igin
PCR firtinler1 % 2’lik agaroz jelde yiiriitiildii. Bunun i¢in;
1) Siv1 soliisyona (50 mM Tris borat, 1 Mm EDTA, 0.5 pg/mL Etidyum bromiir) partikiil
halindeki agar (%1-2) ilave edildikten sonra partikiillerin ¢6ziilmesi i¢in bir sise igerisinde
kaynar su banyosunda kaynatildi.
2) Soliisyon oda sicakliginda 50 °C’ye kadar sogutulup, agar tankia dokiildii.
3) Jelin bir tarafina elektroforez tarag yerlestirilip, 25-30 dakika sonra katilasan jelden tarak
dikkatlice ¢ikarild1 ve jel 0.5X TAE tamponuyla dolu olan elektroforez tankina yerlestirildi.
4) Tarak disleri sayesinde olusturulan kuyucuklara, bir miktar boya maddesi (%0.25 brom
fenol mavisi) ilave edilen PCR iirtinlerinden 10 pL otomatik pipetler aracilig: ile dikkatlice
yiiklenerek 80 voltta 60 dakika siireyle yiirtitiildii.
5) Daha sonra jeldeki DNA bantlarnin durumu alttan aydinlatma yapabilen bir ultraviyole

151k kaynagi transilliiminator kullanilarak incelendi ve DNA bantlarinin fotografi ¢ekildi.

2.7. Kloroplast DNA’nin t-RNA Bélgesinin Sekanslanmasi

Bu bolgenin sekanslanmasinda hem ileri (#7ne) hem geri (trnf) her iki primer seti de
kullanildi. Sekanslama reaksiyonlar1 i¢cin “Amersham dye-terminator sekans kiti” tercih
edildi. Sekanslama reaksiyonunda 4 viyal toplam hacim 10 pL olacak sekilde sirasiyla iclerine
ddATP, ddCTP, ddGTP ve ddTTP konularak hazirland1 (Tablo 2.5). Sekanslama i¢cin PCR
programi da su sekilde ayarlandi; 6n denatiirasyon 94 °C’de 5 dakika 1 dongii i¢in; 18 dongii
icin 94 °C’de 30 saniye, 55 °C’de 30 saniye ve 72 °C’de 45 saniye; 15 dongii i¢in 94 °C’de 30
saniye ve 72 °C’de 1 dakika ile son uzama 1 dongii icin 72 °C’de 5 dakika (Tablo 2.6).
Sekanslama reaksiyonlarindaki aritma isleminde iiretici firma tarafindan aritici olarak
tanimlanan amonyum asetat (Amersham Biosciences, New Jersey, USA) kullanildi.

Aritma islemi sirasinda su prosediir uygulandi;

1. Her bir tiipe 7.5 M’lik amonyum asetattan 2 pL ve % 99’luk soguk etanolden 30 pL
eklendi.

2. Tiipler hafifce vortekslenip, 20 dakika buz {izerinde bekletildi.

3. DNA’nin dibe ¢okmesi i¢in tiipler 25 dakika 12.000 rpm’de santrifiij edildi.

4. Usteki siipernatant kismi atilip, yikama soliisyonu olarak % 70’lik etanolden 200 pL
eklendi.
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5. Tipler tekrar hafifce vortekslenip, 5 dakika 13.000 rpm’de santrifiij edildi.
6. Siipernatant kisim atilip, tiipler 20 dakika siireyle kurumaya birakildi
7.5 uL formamid boyasi eklenerek tiipler vortekslendi ve -20 °C’lik dondurucuda saklandi.

Son olarak iirtinler % 6’lik polyakrilamid jelde kosturulduktan sonra, otomatik sekanslama
sisteminde (Open Gene; Visible Genetics, Ontorio, Canada) iiretici firmanin direktifleri
dogrultusunda uygun olan veriler toplandi. Verilerin toplanmasindan sonra ileri ve geri
primerlerin sekanslarindaki bazlarin dogrulugu ve dizilimi kontrol edildi. Eger her iki sekans

arasinda uyumsuzluk varsa bu 6rnekler analizden ihmal edildi.

Tablo 2.5. Sekanslama reaksiyonu i¢in gereken kosullar

Sekanslama Reaksiyonu Kullamlan Hacim Son Konsantrasyon
Bilesenleri (nL)

d H,O 6.5 NA
Reaksiyon Tamponu 0.7 NA
Primerler (5 pM) 1.0 0.5 uM
ddNTP karisimi 0.6 0.1 mM
Sekanslama enzimi 0.2 0.02 uw/pL
Saflastirilmig PCR {iriinii 1 NA

Tablo 2.6. Sekanslama reaksiyonu i¢in gerekli PCR programi

SICAKLIK SURE DONGU SAYISI AMAC
cC) .

94 5 dk. 1 On denatiirasyon
94 30 sn. 18 Denatiirasyon
55 30 sn. 18 Baglanma
72 45 sn. 18 Uzama
94 30 sn. 15 Denatiirasyon
72 1 dk. 15 Uzama
72 5 dk. 1 Sonlandirma
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2.8. Veri Analizleri

Hypericum cinsinin Drosanthe seksiyonunun 23 farkli taksonuna ait 69 farkli birey
analizlerde kullanildi. Uzerinde ¢alisilan 23 taksondan 3 tanesinde yapilan biitiin denemelere
ragmen diizenli bir pik dagilimi elde edilemedi. Hatta bu taksonlara ait bireylerin DNA’lar1
agaroz jelde yiiriitiilirken her seferinde ¢ift bant veya DNA kiriklar1 seklinde goriintiiler
belirlendi. Bu taksonlar; H. davisii, H. apricum ve H. apiculatum’dur. H. sorgerae
taksonunun ise sadece 1 bireyinden sekans dizilimi elde edilebilmistir. Dolayisiyla ¢aligsma
sonunda 20 taksona ait toplam 58 bireyin kloroplast DNA’sinin ¢trnlL-trnF bolgesinin sekans
dizilimi kullanilabilmistir. Ham sekanslar FASTA formatinda diizenlendi. Analiz edilen
sekanslar ham sekanslara gore daha kisa oldu, ¢linkii bastan ve sondan gilivenilir olmayan
sekanslar analizlerden ¢ikartild1.

Sekanslar diizenlendikten sonra Mega programinin 5.1 versiyonu kullanilarak istatistiksel
analizler yapildi. Bu kapsamda; bireylerdeki A, T, G ve C oranlari, AT ve GC yiizdeleri,
korunmus bdlgeler, varyasyonlu bdlgeler, bilgi verici bolgeler, tekli kisimlar, homolog baz
ciftleri, transitiyonal ve transversiyonal ¢iftlerin sayisi belirlendi. Ayrica bireyler kendi
arasinda gruplandirildiktan sonra gruplar arasi genetik mesafe, niikleotid cesitliligi ve standart
hata degerleri hesaplandi. Dig grup olarak NCBI’da AB219639.1 referans numarasiyla kayitl
Hypericum kamtschaticum™un Ledeb. bizim calisti§imiz bolgeyle ayni olan DNA sekans
dizilimi de bu program kapsaminda istatistiksel analizlere tabii tutuldu.

Filogenetik ve evrimsel analizler sirasinda calismamiza en uygun metodu belirleyebilmek
icin Mega 5.1°de yer alan tahmini model algoritmasindan yararlanildi. Buna gore ¢caligmamiza
en uygun modelin, en diisik “BIC” (Bayesian Information Criterion) degerini veren T92
(Tamura-3-parameter) olduguna karar verildi. Bu model kapsaminda yer alan Maximum
Likelihood yontemi kullanilarak hem bireysel hem de gruplar bazinda filogenetik agac

hazirlandi.
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3. BULGULAR

3.1. DNA izolasyonu

DNA sekans analizleri i¢in tiim bireylerin kloroplast DNA’lar1 izole edilmis ve Nanodrop
2000 spektrofotometre ile DNA miktar ve kalite tayini yapilarak elde edilen sonuglar Tablo
3.1’de gosterilmistir. DNA’larin saflik oranlarinin ise 1,8-2,0 arasinda degistigi tespit
edilmistir. Ol¢iimler her takson i¢in 3 birey iizerinden yapilmis, DNA’larm minimum ve
maksimum degerleri belirlendikten sonra miktar ve kalite bakimindan en 1yi olanlar PCR’da

kullanilmak tizere se¢ilmistir.



Tablo 3.1. Calismada kullanilan bireylerin minimum ve maksimum DNA konsantrasyonlari

DNA Konsantrasyonu
] ng/pL

Takson Adlarn Ornek Sayisi Minimum Maksimum
H. spectabile 3 697 2480
H. amblysepalum 3 468 1287
H. lysimachioides var. lysimachioides 3 598 1615
H. lysimachioides var. spathulatum 3 844 1469
H. elongatum subsp. elongatum 3 754 1379
H. elongatum subsp. apiculatum 3 836 1709
H. elongatum subsp. microcalycinum 3 945 2163
H. sorgerae 3 700 1751
H. apricum 3 965 1103
H. davisii 3 597 1756
H. lydium 3 652 2625
H. retusum 3 1098 2407
H. pseudolaeve 3 871 1919
H. helianthemoides 3 470 1683
H. thymbrifolium 3 958 1844
H. uniglandulosum 3 829 2165
H. salsolifolium 3 346 1333
H. capitatum var. capitatum 3 599 2682
H. capitatum var. luteum 3 850 1826
H. scabroides 3 489 2400
H. scabrum 3 665 2341
H. thymopsis 3 752 1474
H. olivieri 3 672 1615
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3.2. Kloroplast DNA’nin trnL-trnF Bolgesinin Cogaltilmasi

Kloroplast DNA’nin trnL-trnF bolgesinin e-f primer ¢ifti kullanilarak, materyal ve metot
kisminda verilen PCR sartlarinda ¢ogaltilmast sonucu elde edilen PCR {iriinii DNA’lar,

%?2’lik agaroz jelde yiiriitiilmiis ve DNA bantlar1 Sekil 3.1°de gosterildigi gibi elde edilmistir.

Sekil 3.1. PCR firiinlerinin %2’lik agaroz jeldeki goriintiisii

Uzerinde calisilan 23 taksondan 3 tanesinde yapilan biitiin denemelere ragmen diizenli bir
pik dagilimi elde edilememistir. Hatta bu taksonlara ait bireylerin DNA’lar1 agaroz jelde
yuritilirken her seferinde ¢ift bant veya DNA kiriklar1 seklinde goriintiiler verdigi Sekil

3.2°de gosterilmistir. Bu taksonlar; H. davisii, H. apricum ve H. apiculatum’dur.

Kirik bant

Cift bant

Sekil 3.2. Cift ve kirik DNA bantlar1
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3.3. Kloroplast DNA’nin trnL-trnF Bolgesinin Sekans Analiz Sonuclar

Hypericum cinsi Drosanthe seksiyonuna ait 23 takson ve her taksondan 3 bireyin
kloroplast DNA’sinin trnL-trnF bolgesinin sekans dizisi tespit edilmeye calisilmas,
Refgen’den gelen pik sonuglart Finch TV 1.4 versiyonu kullanilarak degerlendirilmis, e-
primer (forward) ve f-primer (reverse) sonuclart “Multiple Alignment Blast” otomatik
sekanslama sistemi kullanilarak cakistirilmis ve goze carpan bazi farkliliklar manuel olarak
diizeltilmistir. NCBI (National Center for Biotechnology Information)’dan yapilan taramalar
sonucu Hypericum cinsi i¢in trnL-trnF bolgesinin yaklagik 188 bazlik bir bolge oldugu
bilgisine ulasilmistir. Primerlerin saglikli bir sekilde baglanabilmesi i¢in bastan 20 bazlik bir
kisim tarafimizca degerlendirilmeye almmamistir. Bu nedenle istatistiksel analizler sirasinda
bireylere ait yaklasik 168 baz ¢ifti kullanilmistir. Uzerinde calisilan 23 taksondan 3 tanesinde
yapilan biitiin denemelere ragmen diizenli bir pik dagilimi elde edilememistir. Hatta bu
taksonlara ait bireylerin DNA’lar1 agaroz jelde goriintiilenirken, her seferinde ¢ift bant veya
DNA kiriklar1 seklinde goriintii vermistir. Bu taksonlar; H. davisii, H. apricum ve H.
apiculatum’dur. H. sorgerae taksonunun ise sadece 1 bireyinden sekans dizilimi elde
edilebilmistir. Dolayisiyla calisma sonunda 20 taksona ait toplam 58 bireyin kloroplast
DNA’smin trnL-trnF bolgesinin sekans dizilimi kullanilmis ve bu dizilim ekler kisminda

verilmistir.

3.4. Veri Analizleri

58 bireye ait DNA sekans dizilimleri Mega programmin 5.1 versiyonu kullanilarak
degerlendirilmis, biitiin bireylerin DNA sekans dizilimi ve buna ilaveten dig grup olarak
NCBI’da AB219639.1 referans numarasiyla kayith Hypericum kamtschaticum’un Ledeb.
bizim calistigimiz bolgeyle ayni olan DNA sekans dizilimi de bu program kapsaminda

istatistiksel analizlere tabii tutulmustur.
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3.4.1. Kloroplast DNA’nin trnL-trnF Boélgesinin Niikleotid Kompozisyonu

Calisma kapsaminda kullanilan biitlin bireylerin sekans dizilimi Mega 5.1 programina
aktarilarak “Align DNA” basamaginda ¢akistirildi, 168 baz ¢ifti ortak oldugundan en sondaki
fazla kisimlar kesildi ve yapilan istatistik sonucunda bireylerin niikleotid kompozisyonu
belirlendi. Buna gore; Tablo 3.2°de verilen degerler incelendiginde bireylerin T, C, A ve G
bazlarinmn oranlar1 bakimimdan birbirinden ¢ok farkli olmadigi, baz kompozisyonlarmnin
hemen hemen benzer oldugu, avaraj degerler toplandiginda ise bireylerdeki A-T oranm %
69,3 ve G-C oraninin % 30,7 oldugu, yani bireylerin A-T’ce daha zengin oldugu tespit

edilmistir.
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Tablo 3.2. Kloroplast DNA’nin trnL-trnF bolgesinin niikleotid kompozisyonu

Birey No Niikleotid Kompozisyonu
T (U) C A G Toplam

la 47,1 18,5 22,3 12,1 157
1b 47,1 18,5 22,3 12,1 157
Ic 46,5 18,7 22,6 12,3 155
2a 47,1 18,5 22,3 12,1 157
2b 47,1 18,5 22,3 12,1 157
2c 47,1 18,5 22,3 12,1 157
3a 47,1 18,5 22,3 12,1 157
3b 47,1 18,5 22,3 12,1 157
3c 47,1 18,5 22,3 12,1 157
4a 46,8 19,2 21,8 12,2 156
4b 48,1 18,8 21,3 11,9 160
4c 48,1 18,8 21,3 11,9 160
Sa 47,1 18,5 22,3 12,1 157
5b 47,1 18,5 22,3 12,1 157
Sc 47,1 18,5 22,3 12,1 157
6a 45,1 18,9 23,0 13,1 122
6b 45,1 18,9 23,0 13,1 122
6¢ 45,1 18,9 23,0 13,1 122
7a 49,1 17,4 21,7 11,8 161
7b 49,1 17,4 21,7 11,8 161
Tc 49,1 17,4 21,7 11,8 161
8a 47,8 18,9 21,4 11,9 159
8b 47,8 18,9 21,4 11,9 159
8c 47,8 18,9 21,4 11,9 159
9a 47,8 18,9 21,4 11,9 159
9b 47,8 18,9 21,4 11,9 159
9¢c 47,8 18,9 21,4 11,9 159
10a 44,6 18,2 24,0 13,2 121
10b 44,6 18,2 24,0 13,2 121
10c 44,6 18,2 24,0 13,2 121
11a 48,1 18,1 21,9 11,9 160
11b 48,1 18,1 21,9 11,9 160
11c 48,1 18,1 21,9 11,9 160
12a 46,5 18,7 22,6 12,3 155
12b 46,5 18,7 22,6 12,3 155
12¢ 46,5 18,7 22,6 12,3 155
13a 47,8 18,6 21,7 11,8 161
13b 47,8 18,6 21,7 11,8 161
13¢c 47,8 18,6 21,7 11,8 161
14a 47,5 18,4 22,2 12,0 158
14b 47,5 18,4 22,2 12,0 158
14c 47,5 18,4 22,2 12,0 158
15a 48,1 17,9 21,8 12,2 156
15b 48,1 17,9 21,8 12,2 156
15¢ 48,1 17,9 21,8 12,2 156
16a 47,1 19,1 21,7 12,1 157
16b 47,1 19,1 21,7 12,1 157
16¢ 47,1 19,1 21,7 12,1 157
17a 44,6 18,2 24,0 13,2 121
17b 44,6 18,2 24,0 13,2 121
17¢c 44,6 18,2 24,0 13,2 121
18a 47,8 18,2 22,0 11,9 159
18b 47,8 18,2 22,0 11,9 159
18¢c 47,8 18,2 22,0 11,9 159
19a 47,8 18,9 21,4 11,9 159
19b 47,8 18,9 21,4 11,9 159
19¢ 47,8 18,9 21,4 11,9 159
20a 44,6 18,2 24,0 13,2 121
Avg. 47,2 18,5 22,1 12,2 151,8
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3.4.2. Bireyler Arasindaki Molekiiler Cesitlilik Parametreleri

Calisma kapsaminda kullanilan 58 bireyin, e-f primerleri kullanilarak ¢ogaltilan #rnL-trnF
bolgesinin sekans diziliminin istatistiksel analizleri swrasmda; korunmus bdlgeler (C),
varyasyonlu bolgeler (V), bilgi verici bolgeler (P1), tekli kisimlar (S), homolog baz ¢iftleri (i1),
transitiyonal (si) ve transversiyonal (sv) cifler ile R degeri (si/sv) gibi parametreler 6nce dis
grup eklenmeden hesaplanmis ve elde edilen degerler Tablo 3.3’de, dis grup eklendikten
sonra meydana gelen degisimleri gostermek icin de elde edilen yeni degerler Tablo 3.4’de

verilmistir.

Tablo 3.3. D1s grup eklenmeden once bireyler arasindaki molekiiler ¢esitlilik parametreleri

Molekiiler Cesitlilik Parametreleri trnL-trnF Bolgesi
Toplam Ornek Sayisi 58
Toplam Bant Uzunlugu 168
GC (%) 30,7
Korunmus Bolgeler (C) 162
Varyasyonlu Bolgeler (V) 6
Tekli Kisimlar (S) -
Bilgi Verici Bolgeler (Pi) 6
Homolog Baz Ciftleri (ii) 144
Transitiyonal Ciftler (si) 1,00
Transversiyonal Ciftler (sv) 1,00
R (si/sv) 0,70
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Tablo 3.4. Dis grup eklendikten sonra bireyler arasindaki molekiiler gesitlilik parametreleri

Molekiiler Cesitlilik Parametreleri trnL-trnF Bolgesi
Toplam Ornek Sayisi 58+1
Toplam Bant Uzunlugu 168
GC (%) 30,7
Korunmus Bolgeler (C) 159
Varyasyonlu Bolgeler (V) 9
Tekli Kisimlar (S) 3
Bilgi Verici Bolgeler (Pi) 6
Homolog Baz Ciftleri (ii) 144
Transitiyonal Ciftler (si) 1,00
Transversiyonal Ciftler (sv) 1,00
R (si/sv) 0,71

Istatistiksel analizlere dis grup eklendikten sonra GC (%) oranmin, ii, si ve sv degerlerinin
degismedigi, R degerinde kiiciik bir degisimin oldugu (0.70’den 0.71’¢), korunmus bdlgelerin
sayisinin 162’den 159’a diistligii, varyasyon sayisinin 6’dan 9’a ¢iktigi, bu 9 varyasyondan
6’sinin bilgi verici ve giivenilir oldugu (P1), 3’liniin ise significalt (tek) kaldig1 belirlenmistir.
Tekli kisimlarin 62. bazda G, 96. bazda C, 145. bazda A seklinde oldugu tespit edilmistir.
Varyasyon agisimndan bilgi verici bdlgelerin dis grup eklenmeden oncede, sonrada 6 oldugu
belirlenmistir. 18., 76., 89., 97., 164. ve 166. bazlar bilgi verici bolgeleri géstermekte olup,
bu bazlarin pozisyonu Sekil 3.3’de verilmistir.

Sekil 3.3 incelendiginde; 18. bazin hemen hemen tiim bireylerde C seklinde olmasina
ragmen, 10. takson (H. amblysepalum) ile 17. taksonun (H. lysimachioides var. spathulatum)
tim bireylerinde ve 20a olarak gosterilen H. sorgerae taksonunda A olarak varyasyon
gosterdigi; 76. bazin seksiyonun incelenen tiim bireylerinde C iken, sadece 7. taksonun (H.
thymopsis) bireylerinde T seklinde varyasyon gosterdigi; 89. bazin tiim bireylerde C iken,
sadece 15. taksonun (H. lysimachioides var. lysimachioides) bireylerinde T seklinde

varyasyon gosterdigi; 97. bazin bireylerde genelde C seklinde olmasina ragmen, 6. takson (H.
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spectabile), 10. takson (H. amblysepalum), 15. takson (H. lysimachioides var. lysimachioides)
ve 17. taksonun (H. lysimachioides var. spathulatum) tim bireyleri ile 20a seklinde ifade
edilen H. sorgerae taksonunun yani swa dis grup olarak sec¢tigimiz H. kamtschaticum
taksonunda da T seklinde varyasyon gosterdigi; 164. bazin bir¢ok bireyde A seklinde oldugu
fakat 4. takson (H. scabrum), 8. takson (H. pseudolaeve), 9. takson (H. salsolifolium), 11.
takson (H. helianthemoides), 15. takson (H. lysimachioides var. lysimachioides), 16. takson
(H. scabroides) ve 19. taksonun (H. microcalycinum) tim bireylerinde C olarak varyasyon
gosterdigi; 166. bazin seksiyonun hemen hemen tiim bireylerinde C oldugu tespit edilirken,
sadece 11. taksonun (H. helianthemoides) bireylerinde A seklinde varyasyon gosterdigi goze

carpmaktadir.
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3.4.3. Bireylerin Gruplandirilmasi ve Gruplar Aras1 Uzakhk ( Distance) Analizi

Caligmalar her taksona ait 3 farkli birey {lizerinde yapildigindan, ilk 19 taksonun bireyleri
19 farkli grubu, 20. takson tek bir bireyle calisildigindan 20. grup tek bir bireyi ve 21. grup
sadece dis grubu temsil edecek sekilde bireyler gruplandirilmis ve Mega programinin Kimura-
2-Parametre baz degisim modeli kullanilarak, gruplar arasindaki genetik uzaklik
hesaplanmistir (Tablo 3.5). Tablo 3.5 incelendiginde birden cok grup arasinda uzaklik
degerinin bulunmadig1 (0.00) ve en yiiksek wuzaklik degerinin ise grup 11 (H.
helianthemoides) ile grup 21 (H. kamtschaticum) arasmda oldugu (0.05) goze carpmaktadir.
Bununla beraber grup 21’in; grup 4 (H. scabrum), grup 7 (H. thymopsis), grup 8 (H.
pseudolaeve), grup 9 (H. salsolifolium), grup 15 (H. lysimachioides var. lysimachioides), grup
16 (H. scabroides) ve grup 19 (H. microcalycinum) ile 0.04 oraninda yiiksek bir uzaklik
degerine sahip oldugu da goriilmektedir. Gruplar olusturulduktan sonra Mega programinin
“Diversity” (gesitlilik), meniisiinden bootstrap degeri 100 girilerek niikleotid c¢esitliligi
hesaplanmis ve gruplar arasindaki niikleotid ¢esitliliginin degeri dis grup varken de yokken de

0.01 olarak bulunmustur. Ayrica standart hata da (SE) 0.01 olarak tespit edilmistir.

Tablo 3.5. Gruplar arasindaki genetik uzaklik matriksi

1l 2zl al sl slelzlelalwl w2zl ]lw]lwmlwlalala]

1. Gp1

2 Gp2 0.00

3 Gp3 000 0.00

4 Gpd 0m oo 0m

5 Gp5 000 000 000 0o

E GpE 0ol oot 001 o0z 0m

. Gp? 0m oo 001 002 0o 002

8 Gp8 001001 001 000 001 002 002

3 GpY 0o o0 001 000 001 002 002 000

10.Gp10 002 002 002 003 002 001 003 003 003

11.Gp11] 002 002 002 00 002 003 003 001 001 003

12 Gplq 000 000 000 oo 000 oo 001 oo 001 o2 002

13.Gpl19 000 000 000 0o 000 oo 001 oo 001 002 002 000

14.Gp14 000 000 000 oo 000 oo 001 o o001 002 002 000 000

165.Gp1q 003 003 003 002 003 o002 003 002 002 003 003 003 003 003

16.Gp1g 001 00 001 000 0o 002 002 000 000 003 o001 001 o001 001 002

17.Gp1d 002 002 002 003 002 o001 003 00% 002 000 003 002 002 002 003 003

18.Gp1§ 000 000 000 00 000 o001 001 o001 001 002 002 000 000 0000 003 001 002
19.Gp1§ 01 oo 0 o000 0M ooz 002 000 000 00F 001 o0 001 oM 002 o000 003 0m
20.Gp20 002 002 002 003 002 0o 003 003 003 000 002 002 002 002 003 003 000 002 003
Zl.Gp21| 003 003 003 o004 003 003 004 004 004 003 005 003 003 003 004 004 003 003 004 003

1. H. thymbrifolium, 2. H. olivieri, 3. H. lydium, 4. H. scabrum, 5. H. elongatum var. elongatum, 6. H.
spectabile, 7. H. thymopsis, 8. H. pseudolaeve, 9. H. salsolifolium, 10. H. amblysepalum, 11. H.
helianthemoides, 12. H. uniglandulosum, 13. H. retusum, 14. H. capitatum var. capitatum, 15. H.
lysimachioides var. lysimachioides, 16. H. scabroides, 17. H. lysimachioides var. spathulatum, 18. H.
capitatum var. luteum, 19. H. microcalycinum, 20. H. sorgerae, 21. Dis grup (Hypericum kamtschaticum)
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3.4.4. Bireyler Arasindaki Filogenetik iliskilerin Belirlenmesi

Calisma kapsaminda sekans dizilimi belirlenmis 58 bireyin ve dis grup olarak kullanilan
Hypericum kamtschaticum’un sekans bilgileri Mega programinda diizenlendikten sonra,
programin once “Models” meniisiinden “Find Best DNA/Protein” basamagi kullanilarak
bireyler arasindaki filogenetik iligkiyi en iyi bi¢gimde ifade edecek metotlar belirlenmeye
calisildi. Verilen metotlar listesinde en diisik “BIC” (Bayesian Information Criterion)
degerine “T92” (Tamura-3-parameter) ve “JC” (Jukes Cantor) metotlarinda rastlanildi.
T92’ye gore bireyler arasindaki filogenetik iliskileri gorebilmek i¢in Maximum Likelihood
basta olmak tizere, Neighbor-Joining, UPGMA ve Maximum Parsimony gibi yontemlerden
herhangi biri kullanilarak filogenetik agag cizilebilir.

Once bireyler bazinda daha sonrada bireyleri kendi arasinda gruplayarak gruplar bazinda
Maximum Likelihood, Neighbor-Joining, UPGMA ve Maximum Parsimony yontemlerinin
her biri ayr1 ayr1 denendi, ancak c¢alistiZimiz bireyler arasindaki evrimsel ve filogenetik
iliskiyi en 1y1 bi¢imde ortaya koyan yontemin Maximum Likelihood ydtemi olduguna karar
verildi ve bu yontemde bootstrap degeri 100 girilerek filogenetik aga¢ yapildi. Bireysel agag
Sekil 3.4°de, grup agaci ise Sekil 3.5’de gosterildigi gibi elde edildi.
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Sekil 3.4. Bireyler arasindaki filogenetik iliskiyi gdsteren Maximum Likelihood agaci

5. H. elongatum var. elongatum, 6. H.
spectabile, 10. H. amblysepalum,

12. H. uniglandulosum, 13. H. retusum, 14. H. capitatum var. capitatum,

17. H. lysimachioides var. spathulatum, 18. H.
20. H. sorgerae, 21. Dis grup (Hypericum kamtschaticum)

capitatum var. luteum,
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Sekil 3.5. Gruplar arasindaki filogenetik iliskiyi gdsteren Maximum Likelihood agaci

5. H. elongatum var. elongatum, 6. H.
spectabile, 10. H. amblysepalum,

12. H. uniglandulosum, 13. H. retusum, 14. H. capitatum var. capitatum,

17. H. lysimachioides var. spathulatum, 18. H.
20. H. sorgerae, 21. Dis grup (Hypericum kamtschaticum)

capitatum var. luteum,
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Sekil 3.4 ve Sekil 3.5°de verilen her iki aga¢ incelendiginde bireyselde de gruplandirmada
da filogenetik iligkilerin ayni sekilde ¢iktig1 goze ¢arpmaktadir. Hypericum capitatum var.
luteum (18a, 18b) ile diger varyete H. capitatum var. capitatum (14a, 14b, 14c)’un birbirine
olduk¢a yakin ve H. retusum (13a, 13b, 13c), H. uniglandulosum (12a, 12b, 12c), H.
elongatum var. elongatum (5a, 5b, 5¢) ile ayn1 kladda (clade) yer aldigi1 goriilmektedir. H.
lydium (3a, 3b, 3c), H. olivieri (2a, 2b, 2¢) ve H. thymbrifolium (1a, 1b, 1¢) ise kendi arasinda
klad olusturmus diger tiirlerdir. H. thymopsis’in bu g tir ile yakin oldugu goriilse de
bireylerinin (7a, 7b, 7c) kendi i¢inde kiigiik bir klad olusturdugu goze carpmaktadir.

H. helianthemoides (11a, 11b, 11c) bireyleri kendi i¢inde kii¢lik bir kladda toplansa da, H.
scabrum (4b, 4c), H. pseudolaeve (8a, 8b, 8c), H. salsolifolium (9a, 9b, 9c), H. scabroides
(16a, 16b, 16¢c) ve H. microcalysinum (19a, 19b, 19¢)’un olusturdugu daha biiyiik kladla bir
noktada birleserek yakimlik gostermektedir. Agac incelendiginde agik mavi renkle gosterilen
kladin H. spectabile (6a, 6b, 6¢c), H. amblysepalum (10a, 10b, 10c), H. lysimachioides var.
spathulatum (17a, 17b, 17¢) ve H. sorgerae (20a) taksonlarindan olustugu goériilmektedir. H.
lysimachioides tlriiniin diger varyetesi olan H. lysimachioides var. lysimachioides (15a, 15b,
15¢)’in bireyleri kendi arasinda kiigiik bir klad olusturmus ve H. lysimachioides var.
spathulatum’dan farkl bir kladda yer almstir.

H. spectabile, H. amblysepalum, H. lysimachioides var. spathulatum ve H. sorgerae
taksonlarmin olusturdugu klad, ¢alisilan diger taksonlarin yer aldigi kladlardan farkli bir
gruplama olusturdugunu filogenetik agagta goérmek miimkiindiir. Dis grup olarak
kullandigimiz Hypericum kamtschaticum 1ise (grup 21) diger biitiin bireylerden ayri ve

bagimsiz tek basina bir kladda yer almaktadir.
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

Tirkiye Florasi yazildigi donemde gerek sinirli zaman gerekse smirli materyallerle
calisildigr i¢in sadece morfolojik karakterler dikkate almabilmistir. Bu ylizden bir¢ok cinsin
tiirlerinde, hatta seksiyonlarinda aciga kavusturulmamis taksonomik sorunlar vardir. Bu
durumda olan cinslerin problemlerinin saptanarak daha ayrmtili c¢aligmalar yapilmasi
gerekliligi taksonomistleri yeni revizyon ve monograflarin olusturulmas: ydniinde yogun
cabalara sevketmistir. Bu tarz problemler Hypericaceae familyasma ait Hypericum cinsinde
de mevcuttur. Cins iiyelerinin adlari, sistematik pozisyonlar1 giinlimiizde de son yapilan
calismalara bagl olarak degiskenlik gostermektedir. Ornegin; Robson’un 2010 yilinda yapmus
oldugu “Studies in the genus Hypericum L. (Hypericaceae) 5(2). Sections 17. Hirtella to 19.
Coridium” adli ¢alismada; Hirtella (Drosanthe) seksiyonunda yer alan Hypericum
elongatum’un 3 alttiiri mevcutken bu yayinla birlikte, alttiir microcalycinum ve apiculatum
tiir seviyesine ¢ikartilmig, H. elongatum tiirli ise 3 varyete seklinde (var. antasiaticum, var.
elongatum ve var. lythrifolium) yeniden diizenlenmistir.

Son yillarda bitkilerin molekiiler evrim ve siniflandirma calismalarinda kloroplast DNA
onemli Glgiide kullanilmaya baslanmistir. Kloroplast DNA’nin genom boyutu ve yapisi,
niiklear DNA’dan daha diisiik bir mutasyon oranina sahip olmasi, maternal kalitim
sergilemesi ve nispeten evrim agisindan korunmus olmasi, arastirmacilarin onu ideal bir
sistem olarak benimsemesini saglamistir. Bunun sonucunda da tiirler arasindaki organel
genom varyasyonunun belirlenmesinde kloroplast dizi analizleri yaygin olarak kullanilmaya
baslanmistir (Clegg ve ark., 1994; Wei ve ark., 2005).

Kloroplast DNA’nin kodlanmayan bolgelerden biri olan; trnL-trnF bolgesi familya alt1
kategorilerin filogenetik akrabaliklarmni belirlemede genis Olgiide kullanildigindan dolay:
bizim ¢alismamizda da tercih edilen kisim olmustur (Taberlet ve ark., 1991; Kelchner 2000).
Evrimsel akrabaliklar1 ve bireyler arasindaki cesitliligi belirlemek amaciyla kloroplast
DNA’nin trnlL3’ ve trnF bolgeleri arasindaki kisitm e ve f primer seti kullanilarak
cogaltilmistir. PCR’da ¢ogaltma islemine gecmeden once DNA miktar ve kalite tayini
yapilmistir. Sekans analiz sonuglar1 da kullanilarak bireylerin; niikleotid kompozisyonu, AT
ve GC oranlari, korunmus bolgeler, varyasyonlu bolgeler, bilgi verici kisimlar, homolog baz
ciftleri, transitiyonal ve transversiyonal ciftler, niikleotid ¢esitliligi ve standart hata ile gruplar
aras1 genetik mesafe degerleri hesaplanmistir. Elde edilen sekans sonuglari Maximum
Likelihood yontemi kullanilarak bireyler ve gruplar bazinda filogenetik aga¢ (kladogram)

hazirlanmstir.



Bu sayede bireyler ve gruplar arasindaki genetik yakinlik ve uzaklik belirlenmis, taksonlar
arasi akrabalik ve sistematik iliskiler tespit edilmistir. Sekil 3.4 ve 3.5°de verilen her iki aga¢
incelendiginde Drosanthe seksiyonu liyelerinin polifiletik bir yapi sergiledikleri sdylenebilir.
Calisilan taksonlarin molekiiler sonuglara gore ortaya ¢ikan durumlari, hem molekiiler
filogenetik agidan hem de morfolojik agidan degerlendirilmistir. Morfolojik karsilastirmalar
sirasinda, seksiyonla ilgili son yapilan diizenlemeleri igermesi bakimindan Yiice (2009)
tarafindan hazirlanmis morfolojik teshis anahtarindan faydalanilmistir.

Filogenetik kladograma gore; Hypericum capitatum var. luteum (18) ile diger varyete H.
capitatum var. capitatum (14)’un birbirine olduk¢ca yakin ve H. retusum (13), H.
uniglandulosum (12), H. elongatum var. elongatum (5) ile aynm kladda (clade) yer aldigi
goriilmektedir. Bir tiire ait iki varyetenin ayn1 kladda yer almasi gayet dogal bir sonuctur,
ancak H. capitatum’un her iki varyetesinin de ayni kladda yer alan diger tiirlerden (13, 12, 5)
farkli olarak, ¢igeklenme durumu kiiremsiden hemen hemen kiiremsiye, govdesi tiiysiiz,
petalleri genellikle koyu kirmizimsidan portakal sarisina ve yapraklar1 yuvarlaktir. Diger
tirlerin ise ciceklenme durumu hemen hemen basak veya silindir seklinde olup, H.
uniglandulosum (12)’un govde ve yapraklar1 kisa havli tiiyliiden tiiysiize kadar degiskenlik
gosterirken, H. retusum (13)’un govde yapraklar1 seritsi ya da dar lanseolat, petalleri
kirmizims1 ya da kirmizi damarli degil, gévde, yaprak ve petalleri genellikle noktali, siyah
guddeli, sepalleri 2 siyah cizgili, H. elongatum var. elongatum(5)’un ise; yapraklari
mukronattan yuvarlaga, govde, yaprak ve petalleri siyah guddesiz, sepaller siyah ¢izgili degil,
petalleri kirmizims1 ya da kirmizi damarli, ¢igeklenmesi dar silindirikten dar piramite
degiskenlik gosterdiginden ayn1 kladda yer alan bu taksonlarin morfolojik agidan pek de
benzer olduklar1 sdylenemez. Ancak Yiice (2009) tarafindan yapilmis morfolojik ve
morfometrik karakterlere dayanan kiimeleme analizine gore de; Hypericum capitatum var.
luteum (18) ile diger varyete capitatum (14)’un kendi aralarinda birleserek en kiicliik ve
anlamli kiimeyi olusturduklar1 (A kiimesi) ve yine aym kiimeleme analizinde H.
uniglandulosum (12) ile H. retusum (13)’un aym kiimede (E kiimesi) yer aldigi
bildirilmektedir. Yine Yiice (2009) tarafindan ugucu yag bilesenleri dikkate alinarak
hazirlanmis kimyasal teshis anahtarina gore de, filogenetik agacimizda ayni kladda yer alan
H. capitatum var. capitatum (14), H. retusum (13) ve H. uniglandulosum (12) taksonlarinin,
en yiksek ucucu yag bilesenlerinin a—pinen olmasi bakimindan da benzerlik gosterdikleri

tespit edilmistir. Ayrica Sekil 3.3’de gosterilen varyasyon agisindan bilgi verici olan 18., 76.,
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89., 97., 164. ve 166. bazlarda herhangi bir degisimin olmadigi ayni kladda toplanan bu 5
taksonda da bu bazlarn sirasiyla C, C, C, C, A ve C seklinde oldugu belirlenmistir.

H. bydium (3), H. olivieri (2) ve H. thymbrifolium (1) ise Sekil 3.4 ve 3.5’e gbre ayni
kladda yer alan diger tiirlerdir. Bu tiirlerin ¢i¢eklenme durumu benzer goriiniimde, hemen
hemen basak seklinden silindirige kadar degisen yapida olup, iigiinde de govde yapraklari
serbest, tabanda kuneat, digerlerine nazaran daralmis, seritsi ya da dar lanseolat tiptedir,
petalleri kirmizims1 ya da kirmizi damarh degil, gévde guddeleri ¢ok sayida ve belirgin
oldugundan ayni kladda toplanan bu {i¢ tiiriin (3, 2, 1) morfolojik olarak da benzer oldugunu
sOylemek miimkiindiir. Ancak H. thymbrifolium (1) ve H.olivieri (2)’de kapsiil kiiremsi, kisa
gagali vaya gagasizken, H. [ydium (3)’da kapsiill yumurtamsi ve belirgin gagalidir.
Agacimizda (Sekil 3.4 ve 3.5) aym kladda toplanan bu {i¢ tiirden H. lydium (3) ve H.
thymbrifolium (1) tiirleri, Yiice (2009)’nin ugucu yag bilesenlerini dikkate alarak hazirladigi
kimyasal teshis anahtarma gore de, en yliksek ugucu yag bilesenlerinin a—pinen olmasi
bakimidan da benzerlik gostermektedir. Ayrica bu 3 tiiriin, varyasyon agisindan bilgi verici
bazlarm durumu incelendiginde (Sekil 3.3) herhangi bir varyasyon gostermeyerek C, C, C, C,
A ve C baz dizilimini sergilediklerinden ayni kladda toplanmalar1 olagan bir sonu¢ olarak
karsimiza ¢ikmustwr. H. thymopsis (7)’in bu g tir (1, 2, 3) ile yakin oldugu goriilse de
bireylerinin kendi i¢inde kiiciik bir klad olusturma nedeni de; ¢igeklenme durumunun
kiiremsiden hemen hemen kiiremsiye, govdenin skabrit tiiyli ya da tiiysiiz olusu,
yapraklarmm apikulat veya mukronat, gdovde guddelerinin dallanmis ve gévde boyunun
digerlerinden oldukca kisa (3-11 cm) olmasi ile kendine has karakterler gostermesidir. Sekil
3.3’de, 76. bazm seksiyonun diger tiim taksonlarinda ve bireylerinde C seklinde oldugu,
sadece H. thymopsis’in bireylerinde T seklinde varyasyon gosterdigi dikkate alindiginda, bu
tiirin bireylerinin tek baslarina kii¢iik bir kladda toplanmalar1 beklenen bir sonug olmustur.

H. helianthemoides (11) bireyleri kendi i¢inde kiigiik bir kladda toplansa da, H. scabrum
(4), H. pseudolaeve (8), H. salsolifolium (9), H. scabroides (16) ve H. microclycinum (19)un
olusturdugu daha biiyiik kladla ve H. thymopsis (7)’in olusturdugu kiiclik kladla da bir
noktada birleserek yakmlik gostermektedir. H. helianthemoides (11), H. pseudolaeve (8), H.
salsolifolium (9) ve H. microcalycinum (19)un ciceklenme durumu benzer olup, basak
seklinden piramite kadar degisen bir yapidadwr. H. helianthemoides (11) ve H. pseudolaeve
(8)’da govde yapraklar1 serbest, seritsi dar lanseolat, gdvde, yaprak ve petalleri siyah
guddesiz, sepalleri siyah ¢izgili degil, kapsiil kiiremsi kisa gagali ya da gagasiz olmas1 gibi
ozellikler aynidir. H. pseudolaeve (8) ve H. salsolifolium (9) brakteleri siyah guddeli

olmasiyla digerlerinden ayrilir. H. salsolifolium (9)’da sepaller kabartili, govde ve yapraklar
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kisa havlh tiylidir. H. scabrum (4) ve H. scabroides (16) ise ayni kladda yer alan diger
tiirlerden (8, 9, 19) ciceklenme durumunun kiiremsi (korimboz) ya da hemen hemen kiiremsi
(subkorimboz) olmasiyla farklilik gosterirler. Agacimiza gore (Sekil 3.4 ve 3.5); H. scabrum
(4) ve H. scabroides (16) tiirlerinin ayn1 kladda yer almas1 Robson (1977) ve Tiirkiye Florasi
(Davis ve ark., 1967)’nda belirtilen morfolojik betimleri ile uygun bir sonug olarak karsimiza
cikmistir. Filogenetik agacimiza (Sekil 3.4 ve 3.5) gore aymi ve yakin kladlarda yer alan bu
tiirlerden; H. scabrum (4) ve H. scabroides (16) tiirlerinin Yiice (2009)’nin morfolojik ve
morfometrik karakterlere dayanan kiimeleme analizinde de aymi kiimede (B kiimesi), H.
pseudolaeve (8), H. salsolifolium (9), ve H. microclycinum (19) tiirlerinin de yine ayni
kiimede (E kiimesi) yer aldiklar1 tespit edilmistir. Bu tiirlerden; H. scabrum (4), H. scabroides
(16), H. salsolifolium (9), H. microclycinum (19), H. helianthemoides (11) ve H. thymopsis
(7) tiirlerinin, Yiice (2009)’nin ugucu yag bilesenlerini dikkate alarak hazirladigi kimyasal
teshis anahtarinda, en yiiksek ugucu yag bilesenlerinin o—pinen olmasi bakimindan da
benzerlik gosterdikleri belirlenmistir. Ayrica Sekil 3.3 incelendiginde; H. scabrum, H.
scabroides, H. pseudolaeve, H. salsolifolium, ve H. microclycinum tirlerinin 164. bazda
gosterdikleri varyasyona gore (A yerine C) ayni kladda toplanmalar1 filogenetik agacimizda
beklenen bir durumdur. H. helianthemoides bireyleri kendi arasinda kiigiik bir kladda toplansa
da 164. bazda aym1 varyasyonu (A yerine C) sergilediginden bu 5 takson ile bir noktada
birleserek yakinlik gosterdigi tespit edilmistir.

Sekil 3.4 ve 3.5°de verilen bireysel ve grup agaclar1 incelendiginde; H. spectabile (6), H.
amblysepalum (10), H. Iysimachioides var. spathulatum (17) ve H. sorgerae (20)
taksonlarmin ise kendi arasinda bir kladda toplandiklari goriilmektedir. Yiice (2009)’nin
morfolojik teshis anahtarinda da; H. spectabile (6), H. amblysepalum (10), H. lysimachioides
var. spathulatum (17) taksonlarmin seksiyonda yer alan diger taksonlardan ayrildigini gérmek
miimkiindiir. Her ii¢ taksonda da ¢iceklenme durumu aynmi olup, hemen hemen piramit
seklindedir. H. spectabile (6)’yi diger iki taksondan aymrt etmemizi saglayan en 6nemli
ozelligi perfoliat ya da genis kordat, ampleksikaul, yar1 dairemsiden, liggenimsi ovata kadar
degisebilen yaprak yapisidir. H. amblysepalum (10) ve H. lysimachioides var. spathulatum
(17)°da ise govde yapraklar1 serbest, tabanda kuneat ve H. spectabile (6)’nin yapraklaria
nazaran daha da daralmis durumdadw. H. amblysepalum (10)u H. lysimachioides var.
spathulatum (17)’dan ayran en Onemli Ozellik ise; sepallerinin yuvarlak, yapraklarinin
yuvarlak, tiliysiiz ya da yiizeyinin dalgali-papillali olmasidir, H. [lysimachioides var.
spathulatum (17)’da sepaller akut, yapraklar obtustan, apikulat ya da akut, tiiysiiz ya da
ylizeyi veya kenarlar1 zayif skabrit tiiyliidiir. Ayrica bu tiirlerden; H. spectabile (6) ve H.
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amblysepalum (10) tiirlerinin, Yiice (2009)’nin morfolojik ve morfometrik karakterlere
dayanan kiimeleme analizine gore de; ayni kiimede (D kiimesi) yer aldigi, H. sorgerae’nin
ise farkli bir kiimede yer almasina (C kiimesi) ragmen daha sonra D kiimesi ile birlestigi yani
bir noktada H. spectabile ve H. amblysepalum tiirlerine yaklastigi belirlenmistir. Ayrica 97.
bazin C yerine T seklinde varyasyon gostermesinden dolayr (Sekil 3.3), H. spectabile, H.
amblysepalum, H. lysimachioides var. spathulatum ve H. sorgerae taksonlarinin ayni kladda
toplanmalar1 elde ettigimiz datalarla uyusan bir sonu¢ olmustur. Yiice (2009)’nin morfolojik
ve kimyasal dendogramlar1 ile kloroplast genomunun ¢rnL-frnF bolgesinden elde edilen
molekiiler verilerin birbirini biiyilik 6l¢tide destekler nitelikte oldugu tespit edilmistir.

H. lysimachioides tiriinin diger varyetesi olan H. lysimachioides var. lysimachioides
(15)’in bireyleri kendi arasinda kiigiik bir klad olusturmus ve H. [lysimachioides var.
spathulatum (17)’dan farkl bir kladda yer almistir. Zaten bu iki varyete morfolojik agcidan da
farkliliklar gostermekte olup, sepallerinin spathulat, sepal kenarlarmin kisa sagakli ve
yapraklarmim genis oblongdan eliptige degisen yapisiyla H. lysimachioides var. spathulatum
diger varyeteden ayrilir (Davis ve ark., 1967). H. lysimachioides var. lysimachioides
bireylerinin tamamen farkli bir kladda yer almalar1 Sekil 3.3’e gore de; 89. bazin C yerine T,
97. bazin C yerine T ve 164. bazm A yerine C seklinde varyasyon gostermesiyle Ortiisen bir
durum olarak karsimiza ¢ikmaistir.

Dis grup olarak kullandigimiz Hypericum kamtschaticum’un ise (grup 21) diger biitiin
bireylerden ayr1 ve bagimsiz tek basma bir kladda yer aldigi goriilmektedir, calistigimiz
seksiyona ait olmamasi dolayisiyla bu olagan ve beklenen bir sonugtur. Yiice tarafindan analiz
edilmeyen H. olivieri, H. elongatum var. elongatum ve H. lysimachioides var. spathulatum
taksonlar1 dogal habitatlarindan toplanarak seksiyon ile ilgili ¢alismamiza dahil edilmistir.

Hindistan’daki Citrus L. (Rutaceae) cinsinde PCR-RFLP metodu kullanilarak yapilan
filogeni ¢aligmasinda, 50 farkli lokasyondan toplanmis olan yabani, yari1 yabani ve tarimi
yapilan Citrus tlrleri kullanmilmistir. Kloroplast genomundaki #rnD-trnT ve trnL-trnF ara
bolgeleri ile rbcL gen bdlgesinin kullanildig1 ¢alismada, PCR {iriinleri 10 farkl restriksiyon
enzim ile kesilip, toplam 47 DNA band1 elde edilmis ve bu DNA bantlarindan 24 tanesinin
(%51) polimorfik oldugu, genetik mesafe oraninin ise 0.00 ile 0.79 arasinda degisim
gosterdigi rapor edilmistir (Jena ve ark., 2009). Bizim c¢alismamizda ise #rnL-trnF ara
bolgesinin e-f primerleri kullanilarak cogaltilmasi sonucunda 59 birey arasindaki genetik
mesafe oranini 0.00 ile 0.05 arasinda degisim gosterdigi ve niikleotid cesitliliginin de 0.01
oldugu tespit edilmistir. Bu sonuglara gore; en yiiksek ayrimin H. helianthemoides (grup 11)

ile H. kamtschaticum (grup 21) arasinda oldugu belirlenmistir.
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“Cercis L. (Fabaceae)’in molekiiler filogenisinde kloroplast DNA’smin trn  L-F
sekanslarmin kullanim1” adli ¢calismada 13 Cercis taxonu ve bir de dis grup olarak Bauhinia
faberi Oliv. kullanilmis ve elde edilen verilerden yararlanilarak filogenetik aga¢ yapilmistir.
Calisma sonunda % 0.064 oranla en yiiksek ayrimin C. racemosa ve C. chingii ile C.
yunnanensis ve C. chingii arasinda oldugu tespit edilirken, C. chingii tiirliniin cinsin diger
iiyelerinden ¢ok farkl oldugu ve C. yunnanensis, C. racemosa, C. glabra, C. gigantea ile C.
chuniana tiirlerinin filogenetik agacgta ayni yerde toplandiklari rapor edilmistir (Coskun ve
Parks, 2009). Calisma sirasinda elde ettigimiz verilerden yararlanarak hazirladigimiz
filogenetik agacta 0.05 oranla en yiliksek ayrimin H. helianthemoides ile H. kamtschaticum
arasinda oldugu tespit edilirken, ¢alisilan taksonlarin daha ¢ok 4 biiyiik kladda toplandigi, H.
thymopsis, H. helianthemoides, H. lysimachioides var. lysimachioides bireylerinin ise kendi
iclerinde kiigiik kladlar olusturdugu ve dis grup olarak sectigimiz H. kamtschaticum’™un ise
digerlerinden tamamen ayr1 bir kladda yer aldig1 belirlenmistir.

Diinyada 115 tiirle temsil edilen Luzula DC. (Juncaceae) cinsinin 93 tiirli arasindaki
molekiiler filogeninin belirlenmesinin amaglandig1 bir ¢calismada; Maksimum Parsimony ve
maksimum benzerlik analizlerinde kloroplast DNA’nimn #rnL intron bolgesi ile trnl-trnF ara
bolgesi ve niiklear ribozomal DNA’nin ITS1-5.8S-1TS2 bolgeleri kullanilmistir. Kloroplast ve
niiklear genomlardaki birbirine uyusmayan filogenetik sinyaller son yillarda bu grup i¢inde
melezlesme oldugunu gostermistir (Drabkova ve Vicek, 2010). Tez kapsaminda sadece
kloroplast genomu calistigimiz icin cins i¢indeki melezlesme durumlar1 hakkinda bir yorum
yapamayiz, ancak ileride yapilacak bir calismada niiklear genomunun da kullanilmasiyla
kloroplast genomuna ait elimizdeki bilgilerle bu yeni bilgileri karsilastirarak bu konu
hakkinda bir yorum getirilebilir.

Lamiaceae familyas1 Ocimeae soyuna ait ekonomik ve tibbi degeri yiiksek olan feslegen
(Ocimum L.) bitkisi ile ona akraba 27 cinsden 122 tiiriin filogeni ve evriminin arastirildigi bir
calismada, kloroplast DNA’nin ii¢ farkli bdlgesinden (##nL intronu, trnL-frnF intergenik
kesici bolgesi ve rps16 intronu) yararlanilmistir. Filogenetik aga¢ olusturmak i¢in, Maksimum
Parsimony, Bootstrap ve Bayesian gibi birka¢ istatistik metodun birlikte kullanildigi
calismada; morfoloji, perikarp anotomi, kimyasal ve polen karakterleri ile birlikte cografik
dagilim da dikkate alinmistir. Calisma sonunda, Ocimeae soyunun monofiletik oldugu ve
sonradan edindigi morfolojik karakterler sayesinde kolayca taninabilecegi rapor edilmistir
(Paton ve ark., 2004). Bizim ¢alismamizda da en 1yi filogenetik agacin Bayesian degerinin en
diisiik ciktigr Maximum Likelihood yontemiyle yapilacagi belirlenmis, bootstap degeri 100

girilerek filogenetik agac hazirlanmistir.
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Korsika Adasi’nda yetisen ve aymi klimatik sartlardan alian Teucrium flavum’un L. iki
alttirtc. (7. flavum subsp. flavum ve T. flavum subsp. glaucum) (Lamiaceae) arasindaki
kimyasal ve genetik cesitliligi belirlemek amaciyla; her iki alttiiriin ucucu yagi GC-MS
kullanilarak analiz edilmis, kloroplast DNA’nin iki bdlgesi (rpL32-trnl. ve ¢rnL-trnF) ile
niiklear ribozomal DNA’nin ITS bdlgesi de ayni ¢alismada kullanilmistir. Her iki alttiiriin
kimyasal kompozisyonu genel anlamda benzer goriinse de, flavum alttiiriinde hydrokarbonlu
monoterpenlerin, glaucum alttiiriinde ise oksijenli bilesenlerin yiiksek oranda bulundugu
tespit edilmistir. Genetik analizlerde de 7. flavum populasyonlarinin iki gruba bolindiigii,
birinci grubu glaucum populasyonlar1 olustururken, diger grubu da flavum populasyonlarinin
olusturdugu belirlenmistir. Bu calismayla, genetik ge¢mislerinin fazla ve cevresel faktor
degiskenliginin az olmasindan dolayi, her iki alttiir arasindaki kimyasal farkliligin da az
oldugu ispatlanmistir (Djabou ve ark., 2011). Tiirkiye’den toplanan anti-inflamator, anti-
romatizmal, anti-bakteriyel, anti-iilser, anti-alerjik ve anti-pasmodik gibi 6zellikleri
bakimindan 6nemli tibbi bir bitki olan Teucrium chamaedrys L. tiiriiniin ugucu yag
kompozisyonunun GC ve GC-MS kullanilarak belirlenmesinin amaglandigi bir ¢aligmada;
analiz edilen 36 bilesen icerisinde en ¢ok germacren D (%32.1), B-karyofillen (%14.2),
d—kadinen (%13.1), bisiklogermakren (%6.7) ve P-farnesen (%4.3) bulundugu rapor
edilmistir (Bagc1 ve ark., 2010c). Benzer bir calismada da, antioksidan aktivitesi oldukca
yiiksek Teucrium parviflorum L. tiirlinlin ugucu yag kompozisyonu yine GC ve GC-MS
kullanilarak belirlenmis; B-karyofillen (%18.6), germacren D (%9.2), karyofillen oksit (%8.8)
ve bisiklogermakren (%6)’in analiz edilen 33 bilesen icerisinde major bilesenler oldugu
bildirilmistir (Bagc1 ve ark., 2011).

Echinops L. cinsinin (Asteraceae) molekiiler sistematigi iizerine yapilan bir ¢alismada ITS
bolgesi ile kloroplast DNA’nin ¢rnlL-trnF bolgelerinin dizi analizleri, Cenchrolepis ve
Pterolepis seksiyonlari harig biitiin Echinops seksiyonlarmdan temsili tiirler alinarak toplamda
89 ornek iizerinde incelenmistir. Elde edilen veriler Maximum Parsimony ve Bayesian
analizleri ile degerlendirilmis ve olusan filogenetik aga¢ incelendiginde Echinops cinsinin 8
gruptan olustugunu, %100 bootstrap degeri ile 2 ana soy hatt1 seklinde gruplandigini
gormiislerdir. Birinci soy hattin1 %85 bootstrap degeri ile Chamaechinops, Nanechinops
seksiyonlarindan temsili tirler ve E. acantholepis (=Acantholepis orientalis) tiiriiniin
olusturdugunu, ikinci soy hattin1 ise %72 bootstrap degeri ile diger Echinops tiirlerinin

olusturdugunu belirtmislerdir (Sanchez, 2010).
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Asteraceae familyasmin Oligolepis seksiyonuna ait Echinops melitenensis ve Echinops
phaeocephalus tiirlerinin kloroplast DNA polimorfik yapilarmi, PCR-RFLP ve DNA dizi
analiz yontemlerini kullanarak inceleyen bir ¢alismada, bu tiirleri karsilastirmak amaciyla
Ritrodes seksiyonundan iki tiir, Echinops seksiyonundan {i¢ tiir, bir alttiir, dort varyete ve
Senecio cinsinden de bir tiir calismaya dahil edilmistir. Kloroplast DNA’nin iki bdlgesi (trnH-
trnK ve trnK exonl- #rnK exon2) bazi restriksiyon enzimlerince taranmis, 48’1 polimorfik
olmak tizere toplamda 81 bant bulunmustur. Yine kloroplast DNA’da yer alan rps16 geninin
(800 bp) dizi analiz sonuglarina gore; haplotip sayist 11, haplotip ¢esitliligi 0,9545, niikleotid
cesitliligi 0.01286 ve polimorfik bdlge sayis1 45 olarak tespit edilmistir (Ozhiiner, 2011).
Bizim ¢alismamizda da bireyler arasindaki niikleotid cesitliligi 0.01 ve standart hata da 0.01
olarak tespit edilmistir.

Hypericum cinsinin genetik ¢esitliligini ve H. perforatum L. tiirlinlin AFLP markirlar1
kullanilarak tanimlanmasini igeren ¢alismada, 11 Hypericum tiriini temsil eden 56 farkh
lokaliteden toplanan bireylerin yam sira H. perforatum’un kiiltiir formu da kullanilmistir. 4
primer kombinasyonunun kullanildig1 ¢alismada; totalde 298 polimorfik bdlge belirlenmis ve
bunlardan 17 tanesinin H. perforatum’un biitiin lokalitelerinde ortak oldugu belirlenirken, 2
tanesinin sadece tek bir lokaliteye ait oldugu tespit edilmistir. Ayn1 zamanda bu ¢alismayla
Hypericum tiirleri arasindaki akrabalik iliskisini belirlemede AFLP’nin ucuz, basit ve dogru
sonug veren bir yontem oldugu da rapor edilmistir (Percifield ve ark., 2007).

ITS ve rDNA’nin 5.8S bolgesi kullanilarak PCR yardimi ile Hypericum perforatum L.
tiirliniin molekiiler tanimin1 ortaya koyan calismada, 8 Hypericum tiiriiniin yani swra, H.
perforatum’a ait 3 DNA 6rneginin ITS dizilimleri kullanilmis ve H. perforatum tiiriine 6zgi
PCR primerleri kisaca “mikrokod” dizilimi olarak tanimlanmistir. En etkili primer
kombinasyonu kullanildiginda H. perforatum’a ait DNA Orneklerinin tamami ¢ogaltilirken,
kullanilan diger tiirlerden yalmizca H. delphicum’a ait DNA 0Ornegi cogaltilmistir.
Kullandiklar1 bu primeri bitkisel ilag olarak ve “Sar1 Kantron” adiyla satilan, 6rnek tizerinde
de denemis ve pozitif sonu¢ almiglardir (Howard ve ark., 2009). Bizim ¢alismamizda da
kullanilan e-f primerleri ile seksiyon iiyelerinin ¢ogunun kloroplast DNA’sinin #rnL-F
bolgesinin sekans dizilim bilgisi elde edilmesine ragmen, aymi primerler H. davisii, H.
apricum ve H. apiculatum tiirleri lizerinde sonu¢ vermemistir.

Hypericum perfaratum’un Avusturalya populasyonlarnin iiretim bi¢imlerinin DNA
parmakizi ve sitolojik metodlar kullanilarak aciga ¢ikarilmasini amaglayan ¢alismada, RFLP
ve AFLP molekiiler teknikleri birlikte kullamilmustir. Iki Avustrulya populasyonu arasinda

totalde 22 RFLP markirindan 14 tanesinde polimorfizm tespit edilmistir. Ayn1 parmakizine
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sahip iki populasyon arasinda yapilan 4 ¢aprazlama sonunda olusan 7 rekombinant fideden ti¢
tanesinin tetraploid (2n=4x=32), ii¢ tanesinin hekzaploid (2n=6x=48) ve bir tanesin de
anoploid (2n-1=31) oldugu rapor edilmistir (Mayo ve Langridge, 2003). Zaten cins icerisinde
tetraploid ve hekzaploid bireylerin mevcut oldugu, Robson (1981) tarafindan yapilmis
calismalarda da rapor edilmistir.

Kore ve Japonya’dan toplanan Hypericum cinsi tiyelerinin molekiiler filogenisinin, niiklear
DNA’nm ITS dizilim bilgisinden yararlanilarak agiklanmasi swrasinda grup ic¢i olarak 36
Hypericum tiirii ile birlikte grup disindan 2 Thornea tiirii birlikte analiz edilmistir. Bu
calismayla; kullanilan Hypericum tiirlerinin bir kisminin monofiletik bir seksiyon olan
Trigynobrathys’e geri kalanlarin ise polifiletik bir seksiyon olan Hypericum seksiyonuna ait
oldugu belirlenmistir (Park ve Kim, 2004).

Senni ve arkadaslar1 tarafindan 2005 yilinda yapilan bir calismada; Japonya ve Rusya’dan
toplanan 23 alpin bitkisinin genetik farkliliklarini ve tiirler aras1 varyasyonlarini belirlemek
amaciyla kloroplast DNA’nin kodlanmayan iki bolgesinin (¢#nT-trnL-trnF bolgesi ve rpl16
intronu) sekans dizilimi kullanilmis ve Carex scita disindaki diger tiirlerde intraspesifik
farkliliklar belirlenmistir. Kodlanmayan t7nl. 5° ekzon ile trn F bolgesi arasindaki kisimda, H.
kamtschaticum’da 628, Carex stenantha’da 1016, Gentiana algida’da 752, Diapensia
lapponica’da 1338 baz ¢iftinin sekans dizilimi belirlenmistir. Mutasyon oranlarinin ¢aligilan
diger tiirlere nazaran Anemone narcissiflora (%0.90), Arenaria arctica (%0.74), Geum
calthifolium (%0.86), Hypericum kamtschaticum (%1.04), Pedicularis yezoensis (%1.18) ve
Trollius riederianus (%0.77) gibi tiirlerde daha yiiksek oldugu belirlenmistir. Bu ¢alismayla
sekans dizilimi belirlenen H. kamtschaticum’un verileri NCBI’da AB219639.1 referans
numarastyla kayith olup, calismamizda kullanilan dis grubu olusturmustur.

Sirbistan’mn farkli lokalitelerinden toplanan 6 Hypericum tiriinin (H. hirsutum, H.
linarioides, H. maculatum, H. barbatum, H. rumeliacum ve H. tetrapterum) genetik profilini
belirlemek amaciyla RAPD ve SSR tekniklerinden yararlanilmis, baslangicta rastgele secilen
52 primerin kullanilmasiyla, 111 polimorfik markir elde edilmis, SSR analizleri sirasinda
kullanilan 18 primerden 8’nin polimorfik oldugu bildirilmistir. Calisma sonunda RAPD
verilerine gore hazirlanan filogenetik agacta; H. tetrapterum ile H. maculatum tirlerinin bir
kladda, H. hirsutum, H. barbatum ve H. rumeliacum tiirlerinin de birlikte ikinci bir kladda, H.
linarioides tiirliniin ise tek basma farkli bir kladda yer aldig1 goriilmektedir. SSR verilerine
dayanarak hazirlanan dendogramda ise; H. tetrapterum, H. rumeliacum, H. maculatum ve H.
barbatum tiirlerinin birlikte bir kladda toplandig1, H. hirsutum ve H. linarioides tiirlerinin de

tek baslarina ayr1 kladlarda yer aldig1 tespit edilmistir (Smelcerovic ve ark., 2006).
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Niirk tarafindan (2011) yapilan Hypericum cinsinin filogenetik analizleri adli doktora
tezinde DNA’nin ITS bolgesi kullanilmis ve elde edilen 366 bazlik sekans diziliminden
yararlanilarak filogenetik aga¢ hazirlanmistir. Hazirlanan bu agacta bizim ¢alistigimiz
taksonlarn yer aldig1 Hirtella (Drosanthe) seksiyonunun oldugu kisim Sekil 4.1°de

gosterilmistir.
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18. “Taeniocarpium’

Sekil 4.1. Hirtella seksiyonunun da yer aldig filogenetik aga¢ (Niirk, 2011)

Bu agaca gore; calismamizda yer alan taksonlarin bulundugu Hirtella seksiyonuna ait H.
scabrum, H. scabroides, H. thymbrifolium, H. pseudolaeve, H. davisii ve H. elongatum subsp.
Iythrifolium bireylerinin biiyilk bir kladda toplandig1 gorilmektedir. Tiirkiye’de kaydi
bulunmayan ama Hirtella seksiyonunda yer alan H. hyssopifolium tirii de bu klad
icerisindedir. Ayrica Taeniocarpium seksiyonuna ait H. confertum, H. linarioides ve H.
hirsutum taksonlarinin da Hirtella seksiyonuna ait 7 taksonun bulundugu kladda yer almasi
dikkat ¢ekici olmustur (Niirk, 2011). Yukarida verilen agaca gore i¢ ice gecen Hirtella (17) ve
Taeniocarpium (18) seksiyonlar1 Robson tarafindan 1977 yilinda yapilan monograf
calismasinda da, bu cins i¢cinde yer alan diger seksiyonlara gore yakin iki seksiyon oldugu

goriilmektedir. Tiirkiye Florasi’na gore ise Hirtella seksiyonu iiyeleri C grubunda yer alan
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Drosanthe seksiyonu igerisinde yer almaktadir. C grubuna en yakin olan D grubu iiyelerinin
cogu ise Taeniocarpium seksiyonuna aittir. Bu iki grup (C ve D) ise; petallerin tirnakli veya
tirnaksiz, kirmizi damarh veya degil, seffaf guddeli veya ¢izgili guddeli, govdenin koklii veya
koksiiz olma durumuna gore birbirinden ayrilmaktadir (Davis ve ark., 1967).

Niirk (2011)’tin elde ettigi filogenetik agacta; H. scabrum ile H. pseudolaeve tiirlerinin
kendi aralarinda kii¢iik bir klad olusturdugu, H. thymbrifolium tiriiniin ise bu iki tiirin
toplandig1 klada yakin kendi basina farkli bir kladda yer aldig1 goriilmektedir. H. scabroides
ille H. hirsutum tirleri de aym1 kladda yer alip, diger taksonlardan ayrilmistir. H.
hyssopifolium, H. davisii, H. elongatum subsp. [ythrifolium ve H. confertum taksonlar1 da
kendi aralarinda birleserek bir klad olusturmuslardir. Bizim ¢calismamiz sonucunda elde edilen
Sekil 3.4 ve 3.5°de gosterilen filogenetik agacta da; H. scabrum ile H. pseudolaeve tiirlerinin
ayni kladda yer almas1 Niirk’lin ¢alismasiyla benzerlik gosteren bir durumdur.

Calistigimiz taksonlarin sekans dizilimine dayanarak hazirlanan filogenetik agacta (Sekil
3.4 ve 3.5) H. capitatum’un her iki varyetesinin ayni kladda yer almasi, Tirkiye Florasi
(Davis ve ark., 1967), Robson’un 1977’de yaptig1 monograf caligmast ve Yiice (2009)
tarafindan hazirlanmis morfolojik teshis anahtarinda verilen betimiyle uygunluk
gostermektedir. Ayni sekilde bu ¢alismalarda morfolojik olarak birbirine yakmlik gdsteren H.
scabrum ve H. scabroides tirleri de filogenetik agacimizda ayni kladda yer alarak, morfolojik
betimlerine uygun bir durum sergilemistir. Bu iki tiiriin Yiice (2009)’nin ugucu yag
bilesenlerini dikkate alarak hazirladigi kimyasal teshis anahtarinda da benzerlik gosterdikleri
tespit edilmistir. H. spectabile, H. amblysepalum ve H. lysimachioides var. spathulatum
taksonlarmin literatiirlerde (Davis ve ark., 1967; Robson, 1977 ve Yiice 2009) yer alan
morfolojik betimlerindeki benzerlik, bu tiirlerin filogenetik agacimizda ayni kladda
toplanmalar1 ile de desteklenmistir.

Yaprak ve sepal yapilar1 oldukga farkli olan H. lysimachioides var. lysimachioides ile diger
varyete spathulatum’un agacimizda da farkli kladlarda yer almasi, bu iki taksonun yapilacak
daha kapsamli ¢aligmalar ile ayr1 tiirler olarak yeniden diizenlenebilecegi fikrini dogurmustur.

Filogenetik agacimizda yeni adlandirmaya gore H. microcalycinum (Robson, 2010), yani
eski adiyla H. elongatum subsp. microcalycinum (Davis, ve ark., 1988) diger alttiir H.
elongatum subsp. elongatum yeni adlandirilmasi ile H. elongatum var. elongatum ile (Robson,
2010) cok farkl ve birbirinden uzak kladlarda yer almasi bunlarin ¢alisilan bolge bakimidan
birbirinden farkli oldugu anlamini tasir ki; agacimizda ortaya ¢ikan bu durum son yapilan
diizenlemelerle (Robson, 2010) bu iki alttiiriin gergekte alttiir olamayacag1 sonucunu destekler

nitelikte olup, oldukca dnemli bir ayrim olarak tespit edilmistir.
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Hypericum cinsi Drosanthe seksiyonu ile ilgili daha 6nce yapilan ¢alismalarda; seksiyon
iyelerinin morfolojik ve anatomik oOzellikleri ile polen karakterleri ve wugucu yag
kompozisyonlar1 belirlenmis, ortaya konan verilerin, morfolojik ve kimyasal dendogramlarin,
fenetik benzerlik ve farkliliklarin, bizim elde ettigimiz kloroplast DNA’nin #nL-F bdlgesi
sekans dizilimine gore ortaya c¢ikan filogenetik kladogram sonuglari ile biiyiik 6lciide
ortlistiigi tespit edilmistir. Dolayisiyla bizim elde ettigimiz molekiiler datalarla daha 6nce
ortaya konan datalar birlestirildiginde seksiyon iiyelerine ait genis bir veri tabaninin ortaya
konulacagi ve biitiin bunlarin seksiyon ile ilgili ilerde yapilacak caligmalarda yol gosterici
temel bilgiler olacagi kanaatindeyiz. Calisma kapsaminda kullanilan biitiin taksonlarmn trnl-F
bolgesinin sekans diziliminden yararlanarak hazirladigimiz filogenetik agaca gore Drosanthe
seksiyonu tiyelerinin polifiletik bir grup olusturdugunu séylemek miimkiindiir. Morfolojik
olarak birbirinden oldukg¢a farkl bir profil ¢izen seksiyon tliyelerinin ¢alisilan molekiiler bolge
bakimmdan da farkli kladlarda yer almasi taksonlar arasindaki yiiksek farklilik oranlarim

dogrulamaktadir.
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EKLER

Ek-1: Calismada kullanilan 58 bireyin kloroplast DNA’sinin trnL-trnF bolgesinin sekans dizilimi

Birey
No

Sekans Dizilimi

la

GATCTGATTCTTTCTTTTCGTTAACGCTTGAATATTCATTATCTTTTTCATTGATTCTATTGTTTCACAAA
CGTATCCAGGCTTCCTTTTTTCTTTTTTTTATTGACATCGATCCAAGTCATTTTTTTTTTTTTATGAAAGT
GAGAAAGACGACCCCTTGAAAAGGGTCGGGATAGC

1b

GATCTGATTCTTTCTTTTCGTTAACGCTTGAATATTCATTATCTTTTTCATTGATTCTATTGTTTCACAAA
CGTATCCAGGCTTCCTTTTTTCTTTTTTTTATTGACATCGATCCAAGTCATTTTTTTTTTTTTATGAAAGT
GAGAAAGACGACCCCTTGAAAAGGGTCGGGATAGC

1c

GATCTGATTCTTTCTTTTCGTTAACGCTTGAATATTCATTATCTTTTTCATTGATTCTATTGTTTCACAAA
CGTATCCAGGCTTCCTTTTTTCTTTTTTTTITTATTGACATCGATCCAAGTCATTTTTTTTTATGAAAGTGA
GAAAGACGACCCCTTGAAAAGGGTCGGGATAGC

2a

GATCTGATTCTTTCTTTTCGTTACGCTTGAATATTCATTATCTTTTTCATTGATTCTATTGTTTCACAAAC
GTATCCAGGCTTCCTTTTTTCTTTTTTTTATTGACATCGATCCAAGTCATTTTTTTTTTTTTATGAAAGTG
AGAAAGACGACCCCTTGAAAAGGGTCGGGATAGCT

2b

GATCTGATTCTTTCTTTTCGTTACGCTTGAATATTCATTATCTTTTTCATTGATTCTATTGTTTCACAAAC
GTATCCAGGCTTCCTTTTTTCTTTTTTTTATTGACATCGATCCAAGTCATTTTTTTTTTTTTATGAAAGTG
AGAAAGACGACCCCTTGAAAAGGGCCGGAATAGCTCAGCCCGGTAGAGAAAAGAACG

2c

GATCTGATTCTTTCTTTTCGTTAACGCTTGAATATTCATTATCTTTTTCATTGATTCTATTGTTTCACAAA
CGTATCCAGGCTTCCTTTTTTCTTTTTTTTATTGACATCGATCCAAGTCATTTTTTTTTTTTTATGAAAGT
GAGAAAGACGACCCCTTGAAAATGGTCGGAATAGCTCAGCCGGTAGAGCAGAGAACTGA

3a

GATCTGATTCTTTCTTTTCGTTAACGCTTGAATATTCATTATCTTTTTCATTGATTCTATTGTTTCACAAA
CGTATCCAGGCTTCCTTTTTTCTTTTTTTTATTGACATCGATCCAAGTCATTTTTTTTTTTTTATGAAAGT
GAGAAAGACGACCCCTTGAAAAGGGTCGGGATAGCTCAGCCGG

3b

GATCTGATTCTTTCTTTTCGTTAACGCTTGAATATTCATTATCTTTTTCATTGATTCTATTGTTTCACAAA
CGTATCCAGGCTTCCTTTTTTCTTTTTTTTATTGACATCGATCCAAGTCATTTTTTTTTTTTTATGAAAGT
GAGAAAGACGACCCCTTGAAAATGGTCGGGATAGCTCAGCCCGGTAGAGCAGAGGAC

3c

GATCTGATTCTTTCTTTTCGTTAACGCTTGAATATTCATTATCTTTTTCATTGATTCTATTGTTTCACAAA
CGTATCCAGGCTTCCTTTTTTCTTTTTTTTATTGACATCGATCCAAGTCATTTTTTTTTTTTTATGAAAGT
GAGAAAGACGACCCCTTGAAAATGTCGGG

4a

GATCTGATTCTTTCTTTTCGTTAACGCTTGAATATTCATTATCTTTTTCATTGATTCTATTGTTTCACAAA
CGTATCCAGGCTTCCTTTTTTCTTTTTTTTATTGACATCGATCCAAGTCATTTTTTTTTTTTTATGAAAGT
GAGAAAGACGCCCCCTTGAAAATGGTCGGGGTAGCTCAGCC

4b

GATCTGATTCTTTCTTTTCGTTAACGCTTGAATATTCATTATCTTTTTCATTGATTCTATTGTTTCACAAA
CGTATCCAGGCTTCCTTTTTTCTTTTTTTATTGACATCGATCCAAGTCATTTTTTTTTTTTTTTTTATGAA
AGTGAGAAAGACGCCCCCTTGAAAATGGTCGGGGTAGCTCAGCCCGG

4c

GATCTGATTCTTTCTTTTCGTTACGCTTGAATATTCATTATCTTTTTCATTGATTCTATTGTTTCACAAAC
GTATCCAGGCTTCCTTTTTTCTTTTTTTATTGACATCGATCCAAGTCATTTTTTTTTTTTTTTTTATGAAA
GTGAGAAAGACGCCCCCTTGAAAATGGTCGGGGTAGCTCAGCCG

5a

GATCTGATTCTTTCTTTTCGTTACGCTTGAATATTCATTATCTTTTTCATTGATTTCTATTGTTTCACAAA
CGTATCCAGGCTTCCTTTTTTCTTTTTTTTTATTGACATCGATCCAAGTCATTTTTTTTTTTTTATGAAAG
TGAGAAAGACGACCCCCTTGAAAATGGTCGGGATAGCTCAGCCCGG

5b

GATCTGATTCTTTCTTTTCGTTACGCTTGAATATTCATTATCTTTTTCATTGATTCTATTGTTTCACAAAC
GTATCCAGGCTTCCTTTTTTCTTTTTTTTATTGACATCGATCCAAGTCATTTTTTTTTTTTTATGAAAGTG
AGAAAGACGACCCCTTGAAAATGGTCGGGATAGCTCAGCCCGG

5c

GATCTGATTCTTTCTTTTCGTTAACGCTTGAATATTCATTATCTTTTTCATTGATTCTATTGTTTCACAAA
CGTATCCAGGCTTCCTTTTTTCTTTTTTTTATTGACATCGATCCAAGTCATTTTTTTTTTTTTATGAAAGT
GAGAAAGACGACCCCTTGAAAATGGTCGGGATAGCTCAGCCCGG




6a

GATCTGATTCTTTCTTTTCGTTAACGCTTGAATATTCATTATCTTTTTCATTGATTCTATTGTTTCACAAA
CGTATCCAGGCTTCCTTTTTTTTTTTTTATGAAAGTGAGAAAGACGACCCCTTGAAAATGGTCGGGATA
GCTCAGCCGGTAGAGCAGAG

6b

GATCTGATTCTTTCTTTTCGTTAACGCTTGAATATTCATTATCTTTTTCATTGATTCTATTGTTTCACAAA
CGTATCCAGGCTTCCTTTTTTTTTTTTTATGAAAGTGAGAAAGACGACCCCTTGAAAATGGTCGGGATA
GCTCAGCCGGTAGAGCAGAG

6¢c

GATCTGATTCTTTCTTTTCGTTAACGCTTGAATATTCATTATCTTTTTCATTGATTCTATTGTTTCACAAA
CGTATCCAGGCTTCCTTTTTTTTTTTTTATGAAAGTGAGAAAGACGACCCCTTGAAAATGGTCGGGATA
GCTCAGCCGGTAGAGCAGAG

7a

GATCTGATTCTTTCTTTTCGTTAACGCTTGAATATTCATTATCTTTTTCATTGATTCTATTGTTTCACAAA
TGTATCCAGGCTTCCTTTTTTCTTTTTTTTATTGACATCGATCCAAGTCATTTTTTTTTTTTTTTTTAATGA
AAGTGAGAAAGACGACCCCTTGAAAATGGTCGGGATAGCTCAGCCCGG

7b

GATCTGATTCTTTCTTTTCGTTAACGCTTGAATATTCATTATCTTTTTCATTGATTCTATTGTTTCACAAA
TGTATCCAGGCTTCCTTTTTTCTTTTTTTTATTGACATCGATCCAAGTCATTTTTTTTTTTTTTTTTAATGA
AAGTGAGAAAGACGACCCCTTGAAAATGGTCGGGATAGCTCAGCCCGG

7c

GATCTGATTCTTTCTTTTCGTTAACGCTTGAATATTCATTATCTTTTTCATTGATTCTATTGTTTCACAAA
TGTATCCAGGCTTCCTTTTTTCTTTTTTTTATTGACATCGATCCAAGTCATTTTTTTTTTTTTTTTTAATGA
AAGTGAGAAAGACGACCCCTTGAAAATGGTCGGGATAGCTCAGCCCGG

8a

GATCTGATTCTTTCTTTTCGTTAACGCTTGAATATTCATTATCTTTTTCATTGATTCTATTGTTTCACAAA
CGTATCCAGGCTTCCTTTTTTCTTTTTTTTATTGACATCGATCCAAGTCATTTTTTTTTTTTTTTATGAAA
GTGAGAAAGACGCCCCCTTGAAAATGGTCGGGGTAGCTCAGCCCGG

8b

GATCTGATTCTTTCTTTTCGTTAACGCTTGAATATTCATTATCTTTTTCATTGATTCTATTGTTTCACAAA
CGTATCCAGGCTTCCTTTTTTCTTTTTTTTATTGACATCGATCCAAGTCATTTTTTTTTTTTTTTATGAAA
GTGAGAAAGACGCCCCCTTGAAAATGGTCGGGG

8c

GATCTGATTCTTTCTTTTCGTTAACGCTTGAATATTCATTATCTTTTTCATTGATTCTATTGTTTCACAAA
CGTATCCAGGCTTCCTTTTTTCTTTTTTTTATTGACATCGATCCAAGTCATTTTTTTTTTTTTTTATGAAA
GTGAGAAAGACGCCCCCTTGAAAATGGTCGGGGTAGCTCAGCCCGG

9a

GATCTGATTCTTTCTTTTCGTTAACGCTTGAATATTCATTATCTTTTTCATTGATTCTATTGTTTCACAAA
CGTATCCAGGCTTCCTTTTTTCTTTTTTTTITTTATTGACATCGATCCAAGTCATTTTTTTTTTTTATGAAA
GTGAGAAAGACGCCCCCTTGAAAATGGTCGGGG

9b

GATCTGATTCTTTCTTTTCGTTAACGCTTGAATATTCATTATCTTTTTCATTGATTCTATTGTTTCACAAA
CGTATCCAGGCTTCCTTTTTTCTTTTTTTTITTTATTGACATCGATCCAAGTCATTTTTTTTTTTTATGAAA
GTGAGAAAGACGCCCCCTTGAAAATGGT

9¢

GATCTGATTCTTTCTTTTCGTTAACGCTTGAATATTCATTATCTTTTTCATTGATTCTATTGTTTCACAAA
CGTATCCAGGCTTCCTTTTTTCTTTTTTTTITTTATTGACATCGATCCAAGTCATTTTTTTTTTTTATGAAA
GTGAGAAAGACGCCCCCTTGAAAATGGT

10a

GATCTGATTCTTTATTTTCGTTAACGCTTGAATATTCATTATCTTTTTCATTGATTCTATTGTTTCACAAA
CGTATCCAGGCTTCCTTTTTTTTTTTTATGAAAGTGAGAAAGACGACCCCTTGAAAATGGTCGGGATAG
CTCAGCCGGTAGAGCAGAG

10b

GATCTGATTCTTTATTTTCGTTAACGCTTGAATATTCATTATCTTTTTCATTGATTCTATTGTTTCACAAA
CGTATCCAGGCTTCCTTTTTTTTTTTTATGAAAGTGAGAAAGACGACCCCTTGAAAATGGTCGGGATAG
CTCAGCCGGTAGAGCAGAG

10c

GATCTGATTCTTTATTTTCGTTAACGCTTGAATATTCATTATCTTTTTCATTGATTCTATTGTTTCACAAA
CGTATCCAGGCTTCCTTTTTTTTTTTTATGAAAGTGAGAAAGACGACCCCTTGAAAATGGTCGGGATAG
CTCAGCCGGTAGAGCAGAG

11a

GATCTGATTCTTTCTTTTCGTTACGCTTGAATATTCATTATCTTTTTCATTGATTCTATTGTTTCACAAAC
GTATCCAGGCTTCCTTTTTTCTTTTTTTATTGACATCGATCCAAGTCATTTTTTTTTTTTTTTTTATGAAA
GTGAGAAAGACGCCACCTTGAAAATGGTCGGGGTA
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11b

GATCTGATTCTTTCTTTTCGTTACGCTTGAATATTCATTATCTTTTTCATTGATTCTATTGTTTCACAAAC
GTATCCAGGCTTCCTTTTTTCTTTTTTTATTGACATCGATCCAAGTCATTTTTTTTTTTTTTTTTATGAAA
GTGAGAAAGACGCCACCTTGAAAATGGTCGGGG

11c

GATCTGATTCTTTCTTTTCGTTACGCTTGAATATTCATTATCTTTTTCATTGATTCTATTGTTTCACAAAC
GTATCCAGGCTTCCTTTTTTCTTTTTTTATTGACATCGATCCAAGTCATTTTTTTTTTTTTTTTTATGAAA
GTGAGAAAGACGCCACCTTGAAAATGGTCGGGGTAGCTCA

12a

GATCTGATTCTTTCTTTTCGTTAACGCTTGAATATTCATTATCTTTTTCATTGATTCTATTGTTTCACAAA
CGTATCCAGGCTTCCTTTTTTCTTTTTTTTATTGACATCGATCCAAGTCATTTTTTTTTTTATGAAAGTGA
GAAAGACGACCCCTTGAAAATGGTCGGGATAGCTCAGCCGGTAGAGCAGA

12b

GATCTGATTCTTTCTTTTCGTTAACGCTTGAATATTCATTATCTTTTTCATTGATTCTATTGTTTCACAAA
CGTATCCAGGCTTCCTTTTTTCTTTTTTTTATTGACATCGATCCAAGTCATTTTTTTTTTTATGAAAGTGA
GAAAGACGACCCCTTGAAAATGGTCGGGATAGCTCAGCCGGTAGAGCAGA

12¢

GATCTGATTCTTTCTTTTCGTTAACGCTTGAATATTCATTATCTTTTTCATTGATTCTATTGTTTCACAAA
CGTATCCAGGCTTCCTTTTTTCTTTTTTTTATTGACATCGATCCAAGTCATTTTTTTTTTTATGAAAGTGA
GAAAGACGACCCCTTGAAAATGGTCGGGATAG

13a

GATCTGATTCTTTCTTTCTTTTCGTTAACGCTTGAATATTCATTATCTTTTTCATTGATTCTATTGTTTCA
CAAACGTATCCAGGCTTCCTTTTTTCTTTTTTTTTATTGACATCGATCCAAGTCATTTTTTTTTTTTATGA
AAGTGAGAAAGACGACCCCTTGAAAATGGTCGGG

13b

GATCTGATTCTTTCTTTCTTTTCGTTAACGCTTGAATATTCATTATCTTTTTCATTGATTCTATTGTTTCA
CAAACGTATCCAGGCTTCCTTTTTTCTTTTTTTTTATTGACATCGATCCAAGTCATTTTTTTTTTTTATGA
AAGTGAGAAAGACGACCCCTTGAAAATGGTCGGGATAGCTCAGCCGGTAGAGCAGAG

13¢

GATCTGATTCTTTCTTTCTTTTCGTTAACGCTTGAATATTCATTATCTTTTTCATTGATTCTATTGTTTCA
CAAACGTATCCAGGCTTCCTTTTTTCTTTTTTTTTATTGACATCGATCCAAGTCATTTTTTTTTTTTATGA
AAGTGAGAAAGACGACCCCTTGAAAATGGTCGGGATAGCTCAGCCGG

14a

GATCTGATTCTTTCTTTTCGTTAACGCTTGAATATTCATTATCTTTTTCATTGATTCTATTGTTTCACAAA
CGTATCCAGGCTTCCTTTTTTCTTTTTTTTTTATTGACATCGATCCAAGTCATTTTTTTTTTTTAATGAAA
GTGAGAAAGACGACCCCTTGAAAATGGTCGGGATAGCTCA

14b

GATCTGATTCTTTCTTTTCGTTAACGCTTGAATATTCATATATCTTTTTCATTGATTCTATTGTTTCACAA
ACGTATCCAGGCTTCCTTTTTTCTTTTTTTTTTATTGACATCGATCCAAGTCATTTTTTTTTTTTAATGAA
AGTGAGAAAGACGACCCCTTGAAAATGGTCGGGATAGCTCA

14c

GATCTGATTCTTTCTTTTCGTTAACGCTTGAATATTCATATATCTTTTTCATTGATTCTATTGTTTCACAA
ACGTATCCAGGCTTCCTTTTTTCTTTTTTTTTTATTGACATCGATCCAAGTCATTTTTTTTTTTTAATGAA
AGTGAGAAAGACGACCCCTTGAAAATGGTCGGGATAGCTCA

15a

GATCTGATTCTTTCTTTTCGTTAACGCTTGAATATTCATTATCTTTTTCATTGATTCTATTGTTTCACAAA
CGTATCCAGGCTTTCTTTTTTTTTTTTTTTATTGACATCGATCCAAGTCATTTTTTTTTTTTATGAAAGTG
AGAAAGATGGTCGGGATAGCTCAGCGG

15b

GATCTGATTCTTTCTTTTCGTTAACGCTTGAATATTCATTATCTTTTTCATTGATTCTATTGTTTCACAAA
CGTATCCAGGCTTTCTTTTTTTTTTTTTTTATTGACATCGATCCAAGTCATTTTTTTTTTTTATGAAAGTG
AGAAAGATGGTCGGGATAGCTCAGCGG

15¢

GATCTGATTCTTTCTTTTCGTTAACGCTTGAATATTCATTATCTTTTTCATTGATTCTATTGTTTCACAAA
CGTATCCAGGCTTTCTTTTTTTTTTTTTTTATTGACATCGATCCAAGTCATTTTTTTTTTTTATGAAAGTG
AGAAAGATGGTCGGGATAGCTCAGCGG

16a

GATCTGATTCTTTCTTTTCGTTAACGCTTGAATATTCATTATCTTTTTCATTGATTCTATTGTTTCACAAA
CGTATCCAGGCTTCCTTTTTTCTTTTTTTTATTGACATCGATCCAAGTCATTTTTTTTTTTTTATGAAAGT
GAGAAAGACGCCCCCTTGAAAATGGTCGGGGTAGCTCAGCCGG

16b

GATCTGATTCTTTCTTTTCGTTAACGCTTGAATATTCATTATCTTTTTCATTGATTCTATTGTTTCACAAA
CGTATCCAGGCTTCCTTTTTTCTTTTTTTTATTGACATCGATCCAAGTCATTTTTTTTTTTTTATGAAAGT
GAGAAAGACGCCCCCTTGAAAATGGTCGGGGTAGCTCAGCC
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16¢

GATCTGATTCTTTCTTTTCGTTAACGCTTGAATATTCATTATCTTTTTCATTGATTCTATTGTTTCACAAA
CGTATCCAGGCTTCCTTTTTTCTTTTTTTTATTGACATCGATCCAAGTCATTTTTTTTTTTTTATGAAAGT
GAGAAAGACGCCCCCTTGAAAATGGTCGGGGTAGCTC

17a

GATCTGATTCTTTATTTTCGTTAACGCTTGAATATTCATTATCTTTTTCATTGATTCTATTGTTTCACAAA
CGTATCCAGGCTTCCTTTTTTTTTTTTATGAAAGTGAGAAAGACGACCCCTTGAAAATGGTCGGGATAG
CTCAGCCGGTAGAGCAGAGGAC

17b

GATCTGATTCTTTATTTTCGTTAACGCTTGAATATTCATTATCTTTTTCATTGATTCTATTGTTTCACAAA
CGTATCCAGGCTTCCTTTTTTTTTTTTATGAAAGTGAGAAAGACGACCCCTTGAAAATGGTCGGGATAG
CTCAGCCCGGTAGAGCAGAGGAC

17¢

GATCTGATTCTTTATTTTCGTTAACGCTTGAATATTCATTATCTTTTTCATTGATTCTATTGTTTCACAAA
CGTATCCAGGCTTCCTTTTTTTTTTTTATGAAAGTGAGAAAGACGACCCCTTGAAAATGGTCGGGATAG
CTCAGCCCGGTAGAGCAGAGGAC

18a

GATCTGATTCTTTCTTTTCGTTAACGCTTGAATATTCATTATCTTTTTCATTGATTCTATTGTTTCACAAA
CGTATCCAGGCTTCCTTTTTTCTTTTTTTTITTTATTGACATCGATCCAAGTCATTTTTTTTTTTTATGAAA
GTGAGAAAGACGACCCCTTGAAAA

18b

GATCTGATTCTTTCTTTTCGTTAACGCTTGAATATTCATTATCTTTTTCATTGATTCTATTGTTTCACAAA
CGTATCCAGGCTTCCTTTTTTCTTTTTTTTITTTATTGACATCGATCCAAGTCATTTTTTTTTTTTATGAAA
GTGAGAAAGACGACCCCTTGAAAA

18¢

GATCTGATTCTTTCTTTTCGTTAACGCTTGAATATTCATTATCTTTTTCATTGATTCTATTGTTTCACAAA
CGTATCCAGGCTTCCTTTTTTCTTTTTTTTITTTATTGACATCGATCCAAGTCATTTTTTTTTTTTATGAAA
GTGAGAAAGACGACCCCTTGAAAA

19a

GATCTGATTCTTTCTTTTCGTTAACGCTTGAATATTCATTATCTTTTTCATTGATTCTATTGTTTCACAAA
CGTATCCAGGCTTCCTTTTTTCTTTTTTTTATTGACATCGATCCAAGTCATTTTTTTTTTTTTTTATGAAA
GTGAGAAAGACGCCCCCTTGAAAATGGTCGGGGTAGCTCAGCCCGG

19b

GATCTGATTCTTTCTTTTCGTTAACGCTTGAATATTCATTATCTTTTTCATTGATTCTATTGTTTCACAAA
CGTATCCAGGCTTCCTTTTTTCTTTTTTTTATTGACATCGATCCAAGTCATTTTTTTTTTTTTTTATGAAA
GTGAGAAAGACGCCCCCTTGAAAATGGTCGGGGTAGCTCAGCCCGG

19¢

GATCTGATTCTTTCTTTTCGTTAACGCTTGAATATTCATTATCTTTTTCATTGATTCTATTGTTTCACAAA
CGTATCCAGGCTTCCTTTTTTCTTTTTTTTATTGACATCGATCCAAGTCATTTTTTTTTTTTTTTATGAAA
GTGAGAAAGACGCCCCCTTGAAAATGGTCGGGGTAGC

20a

GATCTGATTCTTTATTTTCGTTAACGCTTGAATATTCATTATCTTTTTCATTGATTCTATTGTTTCACAAA
CGTATCCAGGCTTCCTTTTTTTTTTTTATGAAAGTGAGAAAGACGACCCCTTGAAAATGGTCGGGATAG
CTCAGCCGGTAGAGCAGAGGAC

1. H. thymbrifolium, 2. H. olivieri, 3. H. lydium, 4. H. scabrum, 5. H. elongatum var. elongatum, 6. H. spectabile,
7. H. thymopsis, 8. H. pseudolaeve, 9. H. salsolifolium, 10. H. amblysepalum, 11. H. helianthemoides, 12. H.
uniglandulosum, 13. H. retusum, 14. H. capitatum var. capitatum, 15. H. lysimachioides var. lysimachioides, 16.
H. scabroides, 17. H. lysimachioides var. spathulatum, 18. H. capitatum var. luteum, 19. H. microcalycinum, 20.
H. sorgerae
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Ek-2: Kromotogram Verilerinden Bir Ornek
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