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OZET

TURKIYE’DE YETIiSEN ZIZIPHORA L. (LAMIACEAE)
TAKSONLARININ MOLEKULER SISTEMATIGI

Gorkem DENIZ
Balikesir Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Biyoloji Anabilimdal

Yiiksek Lisans tezi / Tez Damismani : Prof. Dr. Gﬁle1‘1‘dam TUMEN
Yardimci Danmisman : Yrd. Do¢. Dr. Ekrem DUNDAR

Balikesir, 2007

Ziziphora L. (Lamiaceae) cinsi iilkemizde Ziziphora clinopodioides Lam,
Ziziphora capitata L., Ziziphora taurica Bieb, Ziziphora persica Bunge ve Ziziphora
tenuior L. olmak tizere bes tiirle temsil edilmektedir. Ziziphora taurica; Ziziphora
taurica subsp. cleonioides (Boiss.) ve Ziziphora taurica M. Bieb. subsp. taurica
olmak tizere iki alt tiire sahiptir. Ziziphora clinopodioides disindaki tim Ziziphora
tiyeleri tek yilliktir. Cogunlukla aromatik ozellik gosterirler. Bu 06zellikleriyle
Anadolu’ da halk arasinda “nane ruhu” gibi isimlerle ¢ay olarak kullanilmaktadir. Bu
sebepten dolay1 birgok kimyasal ¢calismaya da konu olmustur.

Ziziphora cinsi tlrleri iilkemizde olduk¢a zengin bir yayilis alanina sahiptir.
Bu ¢alismanin amaci Ziziphora cinsini olusturan Tiirkiye’deki taksonlarin filogenetik
iliskilerini ve taksonomik pozisyonlarini net bir sekilde ortaya koymaktir. ITS (ITSI,
ITS2 ve 5.8 geni) bolgesinin dizi analizi sonucu elde edilen bilgiler Paup 4.0 [1],
BioEdit [2]ve Phyllip3.66 [3]gibi bilgisayar programlar1 yardimiyla filogenetik agac
olusturmada kullanilmstir.

Elde edilen sonuglar genel olarak morfolojik anahtarla uyum igerisinde
cikmis ve Ziziphora cinsine ait tiirler yine kendi aralarinda guplar olusturmuslardir.
Van yoresinden toplanan Ziziphora taurica ssp. clenioides (E) 6rneginin morfolojik
olarak diger Ziziphora taurica ssp. cleonioides 6rneklerinden olan farki molekiiler
yontemlerle de acgiga cikartilmig ve bu 6rnegin bir alttiir oldugunun diisiiniilmesini
saglamistir.

Anahtar sozciikler: Ziziphora, Lamiaceae, ITS, Molekiiler Sistematik
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ABSTRACT

MOLECULAR SYSTEMATICS OF ZIZIPHORA L. (LAMIACEAE)
TAXA DISTRIBUTED IN TURKEY

Gorkem DENiZ

Balikesir University, Institute of Science, Department of Biology

(Msc. Thesis / Supervisor: Prof. Dr. Gﬁlendarp TUMEN)
Co Supervisor : Asist. Prof. Dr. Ekrem DUNDAR

Balikesir-Turkey, 2007

The genus Ziziphora L. (Lamiaceae) is represented with 5 species and 6 taxa
in Turkey’s flora as Ziziphora clinopodioides Lam, Ziziphora capitata L.,
Ziziphora taurica Bieb, Ziziphora persica Bunge ve Ziziphora tenuior L.
Ziziphora taurica; consists of 2 subspecies as Ziziphora taurica subsp. cleonioides
(Boiss.) ve Ziziphora taurica M. Bieb. subsp. taurica. Except Ziziphora
clinopodioides, the other Ziizphora taxa are annual. They mostly show aromatic
features. For this reason, they are used in folk medicine as tea in Anatolia. This
make them important to be a source of many chemical studies.

Taxa belog to Ziziphora are widely distrubuted in Turkey. The aim of the
research is to determine the phylogenetic relationships and taxonomic positions of
the taxa belong to Ziziphora which are distrubuted in Turkey. The obtained data
by sequence analysing of ITS (ITS1, ITS2 ve 5.8 gene)region is used to constract
phylogenetic tree by using Paup 4.0 [1], BioEdit [2]ve Phyllip3.66 [3].

The molecular results generally comfirm to the morphological data and
Ziziphora species forms groups among themselves. Because of its morphological
differences, Ziziphora clinopodioides (E) from Van province shows variability in
clinopodioides group and this may be a new subspecies.

Key Words: Ziziphora, Lamiaceae, ITS, Molecular Systematic
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1. GIRIS

Bitki molekiiler sistematigi 6zellikle son 20 yildir hizla gelismektedir [4-6]. Bu
gelisme dizi analizlerinin kullanilmasiyla [7] ve yeni filogenetik analiz metotlarinin
bulunmasiyla [8] molekiiler sistematige de katki saglamaya baglamistir. Filogenetik bilgi
acisindan morfolojik karakterlerin yetersiz oldugu zamanlarda dizi analizleri filogenetik
analizler i¢in ¢ok faydali olmaktadir [9]. Ciinkii filogenetik¢iler genellikle dizilerin
filogenisinin organizmalarin filogenisine ¢ok yakin oldugunu farz etmektedirler [6]. Dizi
analizi yontemleri canlilarin cografik orijinlerinin bulunmasindan [10] canlilarin

filogenilerini molekiiler olarak ispatlamaya kadar [11, 12] bir¢ok alanda kullanilmaktadir.

Angiospermlerin molekiiler filogenileri hakkinda yapilan c¢aligmalarda genellikle
kloroplast DNA’s1 [13-15], mitokondriyal DNA [16] veya ¢ok tekrarli niiklear ribozomal
DNA [17-22] genleri kullanilmigtir. Son zamanlarda yapilan caligmalara gore bu ii¢
genomdaki DNA dizileri farkli oranlarda degisime ugramislardir. Niiklear genom daha
hizliyken mitokondriyal ve plastid genomlarinin daha yavag degistigi tahmin edilmektedir
[23]. Niiklear ribozomal DNA (nrDNA) bdlgeleri arasindaki farkli mutasyon oranlar
bir¢ok taksonomik seviyede filogenetik sonug¢ alinmasina olanak saglar. ITS, (ITS1+ ITS2
+5.8 geni) nrtDNA‘nin en c¢ok c¢esitlilik gosteren bolimiidir [24, 25] ve bitki

filogenetiginin yeniden yapilanmasinda 6nemli bir lokus oldugu kanitlanmstir [26, 27].

Bu calismada Ziziphora L. (Lamiaceae) cinsine ait Anadolu’ da bulunan taksonlarin
molekiiler biyoloji teknikleri kullanilarak ITS dizi analizi yontemiyle filogenetik iligkileri
belirlenmis ve elde edilen bilgiler 1s183inda bu cinsin revizyonuna katki saglanmistir.
Ulkemizde ve diinyada bu cinse ait taksonlarin molekiiler taksonomisine ait herhangi bir

calisma bulunmadigindan, bu ¢alisma ile Ziziphora L.cinsi taksonlarina ait ilk molekiiler



sistematik bilgileri elde edilmistir. Ayrica daha 6nce Lamiaceae familyasina ait cinslerin
revizyonlarinda ITS dizileri siklikla kullanildigindan bu cinsin Anadolu’da yetisen
taksonlarina ait dogru ve giivenilir taksonomik veriler elde edikecektir. Ayrica ITS
dizilerinin Lamiaceae familyasinda revizyon amacli kullaniminin [28, 29] uygunlugu bir

ornekle daha teyid edilmis bulunmaktadir.

1.1 Tiirkiye’ de Labiatae (Lamiaceae) Familyasi

1.1.1 Genel Ozellikleri

Otlar veya calilar, genellikle glandular ve aromatik, govdeler 4 kdseli veya degil.
Yapraklar stipulasiz, basit, bazen pennat, daima opposit, ovat, eliptik, rotundat. Temel
cicek durumu brakte veya floral yapraklarin koltugunda tagian vertisillastrum seklindedir.
Ayrica vertisillastrumlar spikai bas, rasemus veya simoz durumlar seklinde diizenlenmis
olabilir. Cigekler hermafrodit veya erkek sterildir. Brakteler yapraklara benzer veya
belirgin sekilde farklilagmistir. Brakteoller mevcut veya eksiktir. Kaliks genellikle 5 loplu,
iist lop 3, alt lop 2 dislidir. Nadiren loplar veya digler 1-1 veya 1-4 seklindedir yada kaliks
aktinomoftur. Damarlar 5-20 dir. Korolla gamopetal, zigomorfik ve bilabiat, tiipsii,
genellikle tist dudak belirsiz 2 loplu, dik ya da ¢ok az konkav, alt dudak 3 loplu, nadiren alt
dudak indirgenmis ve alt dudak 5 loplu, ya da iistte 1 ve altta 4 loplu, ya da korolla
aktinomorfiktir. Stamenler korolla yiizeyine yapisik, 4 ve didinam ya da 2, isteki cift
genellikle alttaki ciftten daha kisa, anter tekalar1 2 ya da 1 gozlii, parale ya da divergent,
nadiren (Salvia’ da ) konnektiflerin uzamasiyla birbirinden ayrilmistir. Ovaryum iist
durumlu, 2 karpelli ve 4 oviillii, 4 loplu. Stilus ginobazik, nadiren degil, tepede bifid.
Meyve 4 (nadiren az) kuru (nadiren etli) [30, 31].



1.2 Anadolu’da Yetisen Ziziphora Taksonlar1

1.2.1 Ziziphora clinopodioides Lam.

Yar1 ¢calimsi, genellikle sik dokulu bir olusumlu, ¢ok yillik. Govdesi yatik ile dik
arasinda degisir, birgogu tabandan itibaren dallanmisg, 30 cm, tliysiiz veya tliyli. Yapraklar
sekil ve biiyiikliik acisindan oldukca farklilik gosterir, linear-lanseolat ile ovat-oblong,
nadiren suborbikular, tliysiiz , bazen tiiylii, veya iilgerli. Brakteler genellikle yapraklardan
daha genis, sapsiz. Cicek diizeni yogun bir u¢ bas seklindedir. Kaliks 5-7 mm, tiiysiiz ile
yogun tiiylii arasinda degisen, yiikseklerde bulunan formlarinda siklikla morsudur.
Disilerde kalikste korolla tiipli bulunur veya hermafroditlerde kisaca disar1 ¢ikmistir.
Korolla agik mor ile soluk leylak arasinda (bazen beyaz), (7)-10-12 mm, kalikste tiip

bulunur veya bulunmaz. Tip: Sibirya

Giiney ve I¢ Anadolu (Kuzeybat1 Anadolu’ da). A6 Sivas: Yildiz da., 1800-2300 m,
A7 Gilimiighane: Kelkit’ ten Giimiishane’ ye dogru, Yukar1 Kése, 1750 m, A8 Rize:1500 m,
A9 Kars: Yalnizgam Da., Yukart Yalnizgam, 2100-2300 m, B1 Balikesir: Baba Da., Kaz
dagi’ nin Kuzeydogu’ su 1100 m, B5 Nigde: Aksaray, Hasan Da., 1720 m., B6 Sivas: Ak
Da. 2100 m, B7 Tunceli: Munzur Da., Aksu De., Yukar1 Ovacik, 1700 m, BS
Erzurum:Karakaya Da., Hinis’ in kuzeyi, 2250 m., B9 Van: Siiphan Da., 4100 m., B10
Agri: Agni Da., 2200 m, C2 Antalya: Ak Da., 1700 m., C3 Isparta: Dedeggl Da., 760 m.,
C4 Konya: Sara, Ermenek. C5 Nigde: Giilek- Maden. C9 Hakkari: Kara Da., 2745 m.
Kafkasya, Kuzey Irak, iran (Giiney Iran harig), Afganistan, Orta Asya [32].



EEnges s
R

2
P
B §
A

s

%

o 100 200
km

[l

Sekil 1.1 Ziziphora clinopodioides Tiirliniin Tiirkiye’deki Yayilis Alanlar

1.2.2 Ziziphora capitata L.

Tek yillik. Govde 4-15 cm, tek veya ¢ok dalli. Yapraklar linear lanseolat, altta
eliptik, tistte ovat-akuminat, en iisttekiler genis ovat. Cigek diizeni kiire seklinde terminal
bir bas halinde, kismen genisce ovat brakteler tarafindan kapatilmistir. Kaliks 8-11 mm,
tiiylii veya dikenli. Korolla leylak, mor veya lavanta rengi (bazen pembe veya beyaz), 10-

13 mm. Tip: Suriye

Al Tekirdag: 14 km Tekirdag’in dogusunda, A1 Canakkale: Saraycik, A2 Istanbul:
Biiylikdere, A3 Bilecik: Karasu Vadisi, 400 m, A4 Ankara: 24 km Ankara’nin
kuzeybatisinda, 900 m, A5 Kastamonu: Tosya, A6 Samsun: Borabay-Tasova arasi, 700 m,
A7 Giimiishane, A8 Coruh, B1 Izmir:, B2 Usak Usak’in 8 km batisindan Giire’ye dogru
800 m, B3 Konya: Aksehir, 1000 m, B4 Ankara, BS Kayseri: Erciyes Da., 2000 m, B6
Sivas: Zara’nin 5-8 km giineyi, 1500 m., B7 Diyarbakir: Maden-Ergani, 1000m, B8 Bitlis:
Pelli Da., Gevas-Resadiye, 2200 m, C2 Denizli: Yesilova’dan Denizli’ye dogru 2 km, 900
m, C3 Antalya: Tahtali Da., C4 igel: Mut’ un 25km dogusu, C5 Adana: Ceyhan, 25 m.,
C6 Gaziantep: Fevzipasa-Gaziantep arasi, 550 m., C7 Sanlwrfa: Birecik, Kefre, C8 Siirt:
Ramana Da., Hasankeyf’ten Ramana’ya dogru 20 km, 730 m, C9 Mardin: Cizre-Hessana



arasi, Cudi Dag1’ nin etekleri, 500-700m., C10 Hakkari: Yiiksekova’dan Semdinli’ye
dogru 10 km.

Balkanlar, Giiney Rusya, Kafkasya, Kibris, Bat1 Suriye, Kuzey Irak, Iran ( Giiney
fran hari¢), Horasan. Iran-Turan elementi. Pamir-Alai ve Tien-Shan Daglarindan Z.

capitellata Juz ile yakin akraba [32].
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Sekil 1.2 Ziziphora capitata Tiriinlin Tirkiye’deki Yayilis Alanlar

1.2.3 Ziziphora persica Bunge

Tek yillik, kisa dikenli. Govde 5-20 cm, genellikle her noda dallanmis. Yapraklar
linear- lanseolat ile dar eliptik. Cigek diizeni yogun, subkapitat, yumurtamsi sivri bir ug
seklindedir. Alttaki brakteler yapraklara benzer veya daha genis, iisttekiler dar veya daha

kisadir. Kaliks 8-10 mm. Korolla lavanta rengi veya soluk mavi, 10-12 mm.

I¢ Anadolu. A4 Cankiri: Kochisar (Ilgaz), 100m., A5 Kastamonu: Tosya, Kavak
Cesme, A7 Glimiishane: Taltaban, A9 Kars: Tuzluca’dan Kagizman’a dogru 15 km,



950m., B4 Ankara, B5 Kayseri: Giliney Develi, B7 Erzincan: Erzincan’ in 13 km batist,
1400 m., C5 Konya: Eregli, Aydos Da., Delimahmurlu Koyii'niin yukarisi, 1750 m., C6
Gaziantep: Kizilhisar, Gaziantep’in giineyinden Kilis’ e dogru, 750 m., C8 Siirt: Ramana
Da., Hasankeyf’ten Batman’ a dogru 20 km, 730m.

Transkafkasya, Kuzeybat: Iran. iran-Turan elementi. Z. tenuior L. ile yakindan

ilgili. Cicek diizeninin sekli bakimindan farklilik gosterirler [32].
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Sekil 1.3 Ziziphora persica Tiiriiniin Tiirkiye’deki Yayilis Alanlart

1.2.4 Ziziphora tenuior L.

Tek yillik, kisa dikenli. Govde 5-15 cm, tek veya ¢ok dalli. Yapraklar linear veya
linear lanseolat, belirgin damarli. Cicek diizeni yogun, oblong sivri bir u¢ seklindedir.
Brakteler yapraklarla esit veya yapraklardan daha uzun ve lineardir. Kaliks (5-) 6-8 mm.
Korolla lavantarengi, acik mor veya lila, 8-10 mm, kalikste tiip bulunur, en fazla kaliksin

1.5 kat1 kadar uzar. Tip: Suriye

A4 Cankir: Kochisar ( Ilgaz), 1000m., A5 Yozgat: Akdagmadeni’ nin 17 km



batist, 1200-1300 m., A6 Sivas: Zara’ nin 20 km dogusu, 1650 m., A7 Glimiishane:, A8
Coruh: Peterek, 975 m., A9 Kars: Tuzluca’dan Kagizman’a dogru 15 km, 950 m., B2
Usak:950 m., B3 Afyon/Kiitahya:, B4 Ankara: Tuz GOli’ niin kuzey ucu, 900 m., B5
Kayseri: Nigde-Kayseri arasi, 1370 m., B6 Malatya:, B7 Erzincan:, Erzincan’in 13 km
batisi, 1400 m., B10 Kars: Aras Vadisi, [gdir, 900 m, C1 Aydin:, C2 Antalya: Elmali Da.,
1200-1400m., C3 Isparta, C4 Konya: Degirmen Koyi, Konya’nin 20 km batisi, C5 Konya:
Eregli-Ulukisla arasi, 1200 m., C6 Gaziantep: Gaziantep’in 25 km giineyi, 750 m., C7
Sanlrfa: Sanlurfa-Akcakale arasi 32 km, 450 m., C8 Mardin: Kiziltepe, 600m., C9
Mardin: 800-1000 m.

Giiney Rusya, Kafkasya, Giineybat1 ve Orta Asya. Iran-Turan elementi [32].
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Sekil 1.4 Ziziphora tenuior Tiriiniin Tiirkiye’deki Yayilis Alanlar



1.2.5 Ziziphora taurica Bieb.

Tek yillik, kisa dikenli. Ziziphora tenuior’e benzer fakat govdeleri genellikle daha
uzundur (35 cm’ ye kadar), uzun linear (3cm), linear-lanseolat yaprakli; kaliksler uzun( 7-
10 mm), kizil viyole, lila veya beyaz. Cigek diizeni yogun, oblong sivri bir ug¢ seklindedir
Korolla lavantarengi, agik mor veya lila, 8-10 mm, kalikste tiip bulunur, en fazla kaliksin
1.5 kat1 kadar uzar.

1-Uzun (35 cm’ ye kadar), genellikle ¢ok dalli, brakteler lanseolat, altta belirgin derecede

damarh subsp. cleonioides

2-Yavas biiyliyen ( genellikle 15 cm’ den az) seyrek dalli, brakteler linear, damarlar alt
yiizeyde, belirgin degil subsp. taurica

Tip: Kirim

1.2.5.1 subsp. taurica

Genellikle I¢ Anadolu. A3 Sakarya:, 100m., A4 Cankiri: Cankiri-Kalecik arasi, A5
Corum: Corum-Iskilip aras1 34 km, 800m., A6 Tokat: Erbaa, 300m., B1 Izmir: Yukar
Pinarbasi, B2 Manisa: 400m., B3 Eskisehir: Polatli-Sivrihisar aras1 30 km, 800m., B4
Konya: Yavsan, B5 Nevsehir: 1 km Urgiip’ten Nevsehir’e dogru, B7 Elazig: Harput, C2
Mugla: 25 km Milas‘tan Mugla’ya dogru, 400m., C4 Konya: Meram’ 1n batisi, 1250 m.,
C5 Nigde: Ala Da., Cukurbag-Narpiz arasi, 1500-2060m., C6 Gaziantep: Gaziantep’ten
Nizip’ e dogru 36 km, 600 m., C7 Sanlurfa: 550 m., C8 Diyarbakir: Diyarbakir’dan
Cinar’a dogru 5 km, 700 m [32].
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Sekil 1.5 Ziziphora taurica subsp. taurica min Tiirkiye’deki Yayilis Alanlari

1.2.5.2 subsp. cleonioides ( Boiss.)

Bat1 Anadolu. B1 Izmir: Giime Da., Yukari Tire, 500 m., B2 Izmir: Odemis, B1/2
Manisa Sart Harabeleri, 120 m. Endemik. Akdeniz elementi [32].
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Sekil 1.7 Tiirkiye’de Yetisen Ziziphora L. Taksonlarinin Yayilis Alanlar

1.3 Ziziphora L. cinsinin Kimyasal Ozellikleri

Anadolu’da yetisen Ziziphora cinsine ait taksonlarin ugucu yaglar1 ve miktarlar

asagidaki cizelgelerde belirtilmektedir.
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Cizelge 1.1 Ziziphora taurica subsp. clenioides’ in ugucu yagimin bilesimi [33, 34]

Bilesikler | RI Relatif %
o-pinen 941 0.48
Kamfen 954 0.09
Sabinen 976 0.24
2-B-pinen 986 0.88
Mirsen 991 0.10
Limonen 1031 4.48
(+)-pulegon 1223 84.86
Piperitenon 1316 2.30

Cizelgel.2 Ziziphora persica’ nin esansiyel yag kompozisyonu [35]

Bilesikler R1 Rolatif (%)
a-Pinen 1036 0.60
Kamfen 1052 0.17
Sabinen 1057 0.33
B-Pinen 1069 Oca.88

B -Mirsen 1099 0.50
p-Simen 1110 0.32
Limonen 1130 28.642.,00
y-Terpinen 1155 0.20
Izomenton 1201 0.56
(+)-Pulegon 1253 79.33
cis-piperiton oxit 1269 0.32
Karvon 1284 0.57
Toplam 95.92

Cizelge 1.3 Ziziphora taurica sp. taurica’ nin esansiyel yag kompozisyonu [36]

SD SWE | DTD
Bilesen R1” [%° [RsD? % RSD % RSD
Etil Asetat 628 |nd® |- nd - 0.22 2.13
Heptenon 873 | nd - nd - 0.30 3.12
a-Tuyen 938 | nd - nd - 10 4.52
a-Pinen 939 |2.52 |1.55 2.76 0.82 4.58 1.21
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Cizelge 1.3’ iin devami

Kamfen 953 0.21 |2.12 0.23 3.34 0.39 1.87
Benzaldehit 960 nd - 0.11 2.98 nd -
Sabinen 972 045 |1.55 0.50 2.04 0.60 0.98
Oktenol 982 1.92 | 1.13 1.94 1.08 0.95 0.54
2-Karen 994 0.21 |2.33 0.21 3.26 0.07 2.76
3-Oktanol 1004 | 0.78 | 0.92 0.87 1.33 0.94 0.34
p-Simen 1027 | 1.57 |0.95 1.65 1.47 2.00 3.12
Limonen 1030 [ 0.98 |2.37 1.03 0.85 1.28 1.76
1,8-Sineol 1033 | 0.68 |2.58 0.64 1.16 0.26 4.32
cis-Sabinen hidrat | 1073 | 1.25 | 1.76 1.50 2.43 2.40 2.54
y-Terpinen 1074 | 0.23 | 3.89 0.20 3.32 0.20 421
(1IR)-(+) Norinon | 0.90 | nd - nd - 0.30 3.49
Linalol 1100 | 1.28 | 1.35 1.54 1.28 1.60 1.21
o-Kamfolenal 1125 | nd - nd - 0.27 3.29
Limonen oksit 1132 [ 3.18 |0.38 3.94 1.06 3.82 1.22
Kamfor 1139 [ 0.15 |4.14 0.12 2.25 0.19 3.28
cis-Verbenol 1140 [ 032 |2.43 3.83 2.12 2.66 0.91
Sabino keton 1156 | nd - nd - 0.14 2.25
Borneol 1162 | 3.72 |0.55 3.85 1.21 2.78 1.88
Terpinen-4-ol 1179 | 8.55 | 1119 9.80 0.54 8.15 1.13
Mirtenal 1194 | nd - nd - 0.25 3.35
a-Terpineol 1195 [ 1.65 | 048 1.82 1.84 0.97 2.12
Verbenon 1204 | 4.12 | 1.12 4.42 2.31 3.60 0.44
Trans-Karveol 1217 | 6.90 |2.01 6.90 0.79 6.45 0.35
Pulegon 1223 | 3720 | 0.33 33.14 0.95 30.67 0.47
Kumin aldehit 1224 | nd - nd - 0.29 2.70
cis-Karveol 1229 | 8.15 |0.99 8.21 2.04 8.66 0.78
Nerol 1233 | nd - 0.11 4.40 0.39 1.19
Perilla alkol 1236 | 1.35 | 0.34 1.42 0.89 1.89 1.13
Karvon 1254 10.48 |3.03 0.59 1.74 0.75 2.66
Karvakrol 1295 [2.25 | 1.79 2.76 2.43 2.20 1.30
a-Kopaen 1377 |nd - nd - 0.41 1.21
Karyofillen 1426 | nd - nd - 0.14 4.14
Germakren D 1482 | nd - nd - 0.10 4.0
-Bisabolen 1498 | nd - nd - 0.23 2.21
Nane furanon 1568 | 2.45 |2.04 2.50 3.13 2.68 1.79
Karyofillen oksit 1573 [0.22 |3.36 0.26 2.12 0.99 0.97
Eikozan 2000 | 0.28 | 3.01 0.24 2.80 0.36 2.17
Bilinmeyen 3.75 | - 2.93 - 4.77 -
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Cizelgel.4 Ziziphora tenuior’ un esansiyel yag kompozisyonu [37]

Bilesen Yiizde Oran
Kazdag (A) Uludag (B)

a-Pinen 0.75 0.58
Kamfen 0.03 0.05
B-Pinen 0.91 0.62
Sabinen 0.26 0.26
Mirsen 0.43 0.45
Limonen 5.49 4.36
1,8-Sineol 0.09 0.10
Bilinmeyen M 98 0.01 0.01
y-Terpinen 0.01 0.03
p-Simen 0.04 0.08
Bilinmeyen M 136 0.03 0.02
6-Metilheptan-3-ol 0.05 0.04
Non-1-en-3-ol 0.24 0.14
Mentofuran 0.07 0.04
Bilinmeyen M" 162 0.14 0.04
Izopulegon-1 0.62 0.42
Izopulegon-1I 0.38 0.30
3,7-Dimetilokt-1,5,7-trien- | 1.68 3.00
3-ol

Pulegon 87.06 86.29
Mirtenal 0.11 0.07
y-Murolen 0.23 0.08
Geranial 0.25 0.30
(-) Karvon 0.09 0.24
Bilinmeyen M 84 0.03 0.03
v-Kadinen 0.07 0.02
2,3,3-trimetilnon 0.08 0.13
Bilinmeyen M" 109 0.04 0.02
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Cizelgel.4’iin Devami

Piperitenon 0.02 0.05
Bilinmeyen M 154 0.03 0.04
Izopiperitenon 0.32 1.09
Pentadekanal 0.06 0.06
2-Metoksi-1-fenilprop-1- 0.04 0.03
ene

Cizelgel.5 Ziziphora clinopodioides’ in esansiyel yag kompozisyonu [38, 39]

Bilesen Oran
Bilinmeyen (M" 85) 0.03
Etanol 0.15
a-Pinen 1.84
Kamfen 0.46
B-Pinen 5.40
Sabinen 3.33
Mirsen 0.82
a-felladren 0.03
a-terpinen 0.04
Limonen 8.19
1,8-sineol 14.05
B-fellandren 0.04
Cis- B-osimen 0.32
y-Terpinen 0.07
Trans- - osimen 0.28
Terpinolen 0.06
Bilinmeyen (M" 70) 0.09
Oktilasetat 0.44
6-metil-3-heptanol 0.36
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Cizelgel.5’in Devami

2,2-dimetil-hekzanol 0.25
Menton 5.44
Izomenton 2.00
Bilinmeyen (M" 161) 0.33
Bilinmeyen (M 121) 0.05
Bilinmeyen (M" 136) 0.08
Linalil asetat 0.05
Mentil asetat 4.98
6-hidroksi-6-metil bisiklo (3,3,0) oktan-3-ol | 0.47
Bilinmeyen (M" 154) 0.19
Neomentol 1.31
Pulegon 21.92
Bilinmeyen (M" 136) 0.15
Bilinmeyen (M 136) 0.56
Izoborneol 0.77
B-guaien 0.83
Piperiton 6.84
2-6etoksi-1-fenil-1-propen 0.24
Trans-1.2:4,5-diepoksi-p-mentan 0.15
Bilinmeyen (M" 162) 0.15
Timol 0.08
Karvakrol 0.10

1.4 Ziziphora L. Cinsinin Ekonomik ve Tibbi Onemi:

Bitkiler ylizyillardir biyoaktif bilesik kaynagi olarak kullanilmaktadir.

Tiirkiye

florasi, 10.000 takson ve % 30’luk endemizim orantyla ¢ok biiylik bir biyocesitlilik ve tibbi

bitki potansiyeline sahiptir [40]. Bazi Ziziphora tiirleri sakinlestirici, gaz giderici ve
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antiseptik etkilerinden dolay: Anadolu’da halk arasinda ¢esitli hastaliklarin tedavisinde
kullanilmaktadir.  Ozellikle “Filiskin otu” olarak adlandirilan Z. taurica subsp.
cleonioides in ve “Nane ruhu” (Mint spirit) olarak adlandirilan Z. taurica subsp. taurica,
infiisyonlar1 ve karin agris1 gibi gastrointestinal semptomlar1 tedavi etmede oldukga sik
kullanilmaktadir. Z. taurica subsp. taurica yara iyilestirici 6zelliginden dolayr harici
olarak ta kullanilmaktadir [33, 41, 42]. Bunlarin yaninda Z. tenuior, Z. taurica subsp.
taurica ve Z. taurica subsp. cleonioides’ ten elde edilen esansiyel yaglar iizerine yapilan
bir arastirmada bu ii¢ Ziziphora tiiriine ait yaglarin akut letal toksisiteleri ¢alisilmis, ve
fareler iizerinde ylizme performansinda diisiise neden olduklart dolayisiyla merkezi sinir
sistemi depresan aktivitesi gosterdikleri, bu nedenle de halk arasinda antistres ve merkezi

sinir sistemi depresyonlarina kars1 kullanildiklar1 bulgularina ulasilmistir [43].

Ziziphora tirlerinin  biyolojik aktiviteleri hakkinda ¢ok fazla ¢alisma
bulunmamaktadir [44]. %45.8 pulegon igeren Z. clinopodioides subsp. rigida’ nin
antibakteriyel ve antioksidant aktivitesi belirlenmistir.[45]. Z. tenuior’ un metanolik
ekstreleri Morganella morganii ve Candida albicans  lizerinde Onemli derecede
antimikrobiyal etki goOstermistir [44]. Bunun yaninda endemik Z. faurica subsp.
cleonioides ve Z. taurica subsp. taurica esansiyel yaglarinin antioksidan enzim

aktivitelerini arastirilmistir [34, 46].
Ziziphora clinopodioides’in ve endemik Ziziphora taurica subsp. clenoides’in

antibakteriyel 6zelligi belirlenmistir [39, 44]

1.5 Molekiiler Filogeni

Filogenetik analiz iizerine yeni metodlarin bulunmasiyla angiospermlerin erken
evrimini netlestirmek miimkiin hale gelmistir[8]. 1960’lara kadar, sistematik bilgiler
morfolojik ve davranigsal varyasyonlara dayanilarak elde edilmistir. 1960’lardan sonra

biyolojik makromolekiiller evrimsel ve sistematik caligmalarda oldukg¢a artan bir rol
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kazanmiglardir.  Sistematik amagclarla yapilan ilk molekiiler ¢aligmalar biiyiikk oranda
proteinlerle ilgiliydi. ik uygulamalarda tiir icinde ve tiirler arasinda protein varyasyonunu
aciga cikarmak i¢in, protein elektroforezi ve histokimyasal boyama kullanilmistir.
Izoenzim ve alloenzim elektorforezleri molekiiler sistematikte en sik kullanilan

yaklasimlardandir.

Aminoasit kompozisyonunun ve dizisinin belirlenmesi de ayni zamanda farkli
tiirleri kiyaslamak i¢in kullanilir [47]. Buna ek olarak, izoenzimler iizerine olan ¢alismalar
[48, 49], floral davranislarla genetik iliskiler arasinda bazi cins ve cins alt1 sinirlarin suni
oldugunu gosteren bir iliski eksikligi oldugunu gdstermektedir [19]. Bitkilerin alt
seviyelerdeki filogenetik analizleri i¢in siklikla kullanilan molekiiler markirlar niiklear
ribozomal DNA’nin ITS bolgesi [21, 50-52], kloroplast DNA’st [13, 15, 17, 53],
mitokondriyal DNA [54-56], ADH [57], PRK ve RPB2 gibi tek veya az kopyali niiklear
genlerdir [58, 59].

1.5.1 Molekiiler Filogenide Kullanilan Yontemler

1.5.1.1 RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism)

Restriksiyon par¢a uzunluk polimorfizmi (RFLP), kiyaslama amaciyla, farkl
organizmalara ait ayn1 veya homolog DNA bdlgelerinin retriksiyon enzimleriyle kesilmesi
esasia dayanir. DNA pargalar1 agaroz veya poliakrilamid jel elektroforezinde biiyiikliik
esasina gore ayrilir. Jeldeki 6rnekler uygun bir boyama teknigiyle goriiniir hale getirilir.
Genellikle jellerdeki DNA nitro-seliiloz veya naylon membranlar iizerine transfer edilir.
DNA pargalari, jelin alkali ortamda islatilmasiyla denature edilir ve nitro-seliilloz zar
tizerine transfer edilerek radyoaktif olarak isaretlenmis DNA probunun bulundugu
soliisyona daldirilir. Parcalarla probun hibridzasyonu otoradyografi ile agiga ¢ikartilir [60,

61].
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Restriktion par¢ca uzunluk analizleri (RFLP) gilinlimzde kara bitkilerinin evrimsel
gelisiminde hem tiir icinde hem de molekiiler sistematik caligsmalarda oldukca Onemli
olarak goriilmektedir. Cok kisa bir zamana kadar, kloroplast DNA’s1 (cpDNA) ile yapilan
RFLP calismalar1 taksonomi ve filogeni c¢alismalarinda kullanilsalarda, tir igi
simiflandirmada uygun olmayan genetik markirlar olarak gegiyorlardi. Bu goris, tiir i¢i
yaygin olarak cpDNA-RFLP’lerin ilk kullanimlarindan biri olan Lupinus texensis 'in diigiik
seviyede polimofizm gostermis olmasina ve kloroplast DNA’siin niiklear DNA’ya gore
cok daha yavas olmasindan kaynaklanmaktadir. 2001 yili verilerine gore son bes yilda en
az yirmi adet ¢alisma cpDNA-RFLP’nin filocografya, hibrit bolgeler, ve angiospermler ile

ilgili ¢alismalarda giivenle kullanilabilecegini gostermistir [62, 63].

1.5.1.2 RAPD (Rasgele Cogaltilmis Polimorfik DNA)

RAPD teknigi ilk olarak [64] Williams ve arkadaslar tarafindan farkli bireylere ait
insan DNA oOrneklerini ayirt etmek amaciyla kullanilmistir.  Rastgele primerler
kullanilarak niikleotid dizisi hakkinda herhangi bir bilgi olmaksizin uygulanabilmektedir.
Bu analizden elde edilen amplifikasyon {irlinleri polimorfizm gostermektedirler ve bu
sebepten dolay1 da genetik markir olarak kullanilirlar. Bir RAPD bantinin bulunmasi

hetero veya homozigotluk hakkinda bir bilgi vermez ve protokolleri olduk¢a kolaydir [65].

Rasgele ¢ogaltilmis polimorfik DNA polimeraz zincir reaksiyonu (RAPD-PZR),
molekiiler sistematik ve bitki genom haritalarinin  ¢ikartilmasinda  basariyla
kullanilmaktadir [66]. RAPD yonteminin RFLP ve izozimlere gore bir¢ok avantajlari
vardir. Bu yontem yogun laboratuar calismalari ve Southern transferler, filtre
hibridizasyonlar1, otoradyografi gibi pahali yontemler gerektirmez. Herhangi bir genomik
kiitliphane olusturulmasina gerek duymaz. RFLP analizlerinde oldugundan ¢ok daha az
miktarda genomik DNA’ ya ihtiya¢ duyulur. RAPD yontemi izozimlerden farkli olarak
genom boyunca sinirsiz sayida isaretleyici elde edilmesini saglar. Ayrica tiirler arasi ve tiir

icinde, RFLP ve izozimlerin sagladigindan ¢ok daha fazla polimorfizm belirler [67].
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1.5.1.3 AFLP (Amplified Fragment Length polymorphism)

En son gelistirilmis DNA parmakizi tekniklerinden birisidir. Bir ¢ift 6zgiin
restriksiyon enzimi uygun adaptorler yardima ile birlikte ve segici polimeraz zincir
reaksiyonu ile birlestirilerek niikleotid dizisi hakkinda bir 6n bilgi olmaksizin genetik
cesitliligi belirlemeyi miimkiin kilar. AFLP markirlar1 giivenilir, iretilebilir nitelikte ve
yiiksek seviyede polimorfizm gosterirler . Bunun yaninda AFLP teknigi bitkilerde genetik
haritalama ve parmakizi ¢alismalarinda yaygin bir sekilde kullanilmaktadir [68]. Buna ek
olarak AFLP tabanli mRNA parmakizi yontemi gibi AFLP tabanli yontemeler de
gelistirilmistir [69, 70]. Bu teknik bakteri, mantar, hayvan ve bitkileri de iceren ¢ok genis
canli grubunda tiir alt1 kategorilerde genetik varyasyonu belirlemek i¢in siklikla

kullanilmaktadir [71]

1.5.1.4 SSCP (single strand conformational polymorhism)

Tek zincir konformasyonel polimorfizm, ge¢misteki bircok metodun
yetersizliklerini ortadan kaldirmistir. PZR-SSCP analizleri PZR amplifikasyonu,
restriksiyon enzimi ile kesim ve denatiire olmamis akrilamid jel elektroforezine dayanir
[72]. DNA varyasyonu tek zincirli PZR iiriinlerinin primer ve sekonder yapilarinin
degismesinden dolay1 go¢ mesafelerindeki farklilikla belirlenir. SSCP, tek niikleotitten
olusan varyasyonlar da dahil olmak iizere %80’°e kadar tim DNA varyasyonlarina kars1

hassastir [73].

SSCP analizleri genellikle kisa uzunluktaki DNA’ lardaki varyasyonu belirlemek
icin dislinlilmiistiir. Bu sebepten dolayr PZR parcalarinin boyu 175-250 bg arasinda
degismektedir. PZR reaksiyonunun, istenmeyen lriinlerin ortadan kaldirilmasi amaciyla
optimize edilmesi ¢ok 6nemlidir. Bunun i¢in PZR {irtinleri SSCP jeline yiiklenmeden 6nce

agaroz jel elektroforezi yapildiktan sonra jelden geri kazanilabilir [74]
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1.5.1.5 Mikrosatellit Markirlar (Short Sequence Repeats, SSR)

Mikrosatellitler (Litt and Lutty, 1989), kisa tekrarli diziler (Short Tandem
Sequences, STSs) veya kisa dizi tekrarlar1 (SSRs) olarak bilinmekte olan tekrarl niikleotid
dizileri tiim Okaryot genomlarinda bulunur ve genellikle 1-6 b¢’nden olusur. Yiiksek
oranda korunmuslardir ve bu sayede PZR primer oligoniikleotidleriyle amplifikasyona
miisaitlerdir. Bu 0zelliklerinin yaninda ko-dominant yapilar1 ve Mendel kurallarina

uymalar1 mikrosatellitleri aranilan molekiiler markirlar arasina sokmustur [75]

1.5.1.6 VNTR (Variable Number Tandem Repeat) (Mini Satellitler)

Mini-satellitler genellikle 9-100 baz ciftinden olusur [76]. Her hangi bir molekiiler
markirin yakin iligkili taksonlar arasindaki farkliliklar1 belirleyebilme giicii, genetik
polimorfizm olasiligini arttirabilecek lokusa 6zgli mutasyon hizina baghdir. Bu
mutasyonlar arasindaki evrimsel mekanizmalar1 anlamak taksonlar ve nesiller arasindaki
iligki olasiligin1 belirlemek acisindan olduk¢a onemlidir. Bu sebepten dolayr yiiksek
varyasyon goOsteren markirlar ve bu lokuslardaki mutasyonlar dikkatli ve eksiksiz

filogenetik hipotezler olusturmak icin gereklidir [77]

1.5.2 Molekiiler Filogenide Kullamilan DNA Cesitleri

Bitki molekiiler sistematigi gecen yirmi yilda oldukga hizli bir sekilde gelismistir
[4]. Angiospermlerin molekiiler filogenisi ile ilgili calismalar kloroplast DNA’s1 [13, 14],
mitokondriyal DNA [16] ve yiisek oranda tekrarli niiklear ribozomal DNA [17] lizerine

yogunlagmistir.
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1.5.2.1 Mitokondriyal DNA

Mitokondriyal DNA (mtDNA) mitokondri icerisinde lokalize olmus, halkasal DNA
molekiiliidiir [78]. Mitokondri, proto-dkaryot hiicrenin simbiyontu olarak giliniimiizden
yaklasik 1.5-2 milyar yil dnce ortaya ¢ikmistir ve ardindan genlerinin biiyiik bir kisminm
hiicrenin ¢ekirdegine aktarmistir. Niiklear DNA’y1 kodlayan niiklear-sitosolik sistem
mitokondriyal genleri sifreler ve mitokondriyal sistem de sifrelenen genlerin ifade

edilmesini saglar [79]...

Mitokondride yiizlerce protein bulunmaktadir [80]. mtDNA 12S ve 16S rRNA’lar
ile 22 adet tRNA ve sadece 13 adet polipeptid kodlar ve bunlarin hepsi oksidatif

fosforilasyonun mitokondriyal enerji iireten enzimleri igindir [81-83].

Canlilarda Mitokondriyal DNA c¢ogunlukla maternal kalitima tabidir. Insanda
mtDNA anne tarafindan kalitilir.  Ciinkii mitokondri ve mitokondriyal DNA’nin
sitoplazmik lokasyonu mitokondri ve mitokondriyal DNA’larin bir nesilden diger bir nesile
oosit sitoplazmasiyla gectigini gostermektedir. Spermin mtDNA’nin kalittimiyla bir ilgisi

bulunamamastir [84].

mtDNA’ nin biiylikliigli organizmalar arasinda farklilik gosterir. Hayvanlarda
mtDNA 16,000 -18,000 baz ciftinden olusurken, bitkilerden mtDNA’lar daha biiyiik ve
oldukca u¢ noktalardaki limitlerde cesitlilik gosterirler. Angiospermlerde, mitokondriyal
genomun blyiikliik, yapi, gen siras1 cesitlilik gosterir. Niiklear ve ribozomal DNA’ nin
aksine, mtDNA anne tarafindan kalitilir. Replikasyonu yar1 korunumludur. Mitokondriler
kismen otonomdur. Mitokondrilerin sayisi hiicrenin enerji ihtiyacina gore degisir.
Deneysel caligmalar igin gerekli olan hiicre sayis1 az oldugundan dolayr bu artis
avantajhidir. Hiicredeki mtDNA hiicrenin enerji gereksinimi ile ilgili oldugu i¢in, mtDNA”’
nin mutasyon sikligini arttirir. Boylece ayni hiicre igerisinde hem mutant hem de normal

mtDNA bulunur. mtDNA ¢ok yliksek oranda korunmus evrimsel dizilere sahiptir. mtDNA
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tizerinde yerlesmis olduk¢a Onemli genler bulunmaktadir. Eger mutasyonlar kodlama
yapan dizilerde meydana gelirse, organizma igin 6liimciil olabilir. Sistematik amaglar i¢in
kullanilan diziler yiiksek cesitliliktedir ve kodlama yapmayan bolgede bulunurlar. Gegmis
yillarda mtDNA ile ilgili yapilan caligmalar 06zellikle sitokrom b geni iizerinde

yogunlagmistir [76].

mtDNA’dan elde edilen sistematik bilgiler 1s181inda yapilan ¢aligmalar, molekiiler

bliyiikliik, hibridizasyon oOrnekleri, restriksiyon parca analizleri, Southern blotting ve

dizileri belirlenen ve kiyaslanan belirli bolgeler tizerine yapilir [85].

mtDNA’larin boyutunun kiigiik olmas1 ve yiiksek oranda korunmus yapisinin
olmast populasyonlar, tiirler ve daha iist taksonomik seviyelerin evrimsel iliskilerini

belirlemede olduk¢a uygun molekiiller olduklar i¢in sik¢a tercih edilmislerdir [86].

1.5.2.2 Kloroplast DNA’s1

Kloroplast DNA’st (cpDNA), mtDNA gibi kapali, halkasal bir molekiildiir.
cpDNA da yar1 korunumlu olarak kendini esler ve anne tarafindan kalitilir. Cigekli
bitkilerin kloroplast genomu 120-217 kilobaz uzunlugunda yiiksek derecede korunmustur.
Cok fazla kodlanmayan boélge icermedigi i¢in niiklear genoma gore ¢ok daha yavas hizla
evrimlesir [17, 87]. Bir ¢ok tiirde genom kiiciik ve biiylik essiz dizi bolgeleri igerir ve

bunlar bir ¢ift ters tekrarla birbirinden ayrilir [88].

Kloroplast tarafindan kodlanan ribuloz 1,5-bifosfatkarboksilaz/ oksijenaz
(RUBISCO) geninin biiyiik fragmenti rbcL, bitki filogenisi i¢in kullanilmaktadir.
RUBISCO enzimi Kalvin ¢emberinde karbondioksitin fiksasyonundan sorumludur ve

diinyanm karbon dongiisiiniin baglant1 noktasinda bulunur. Iki sebepten dolay1 rbcL’ nin
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sistematik calismalarda kullanilmasi avantajlidir. Bunlardan birincisi rbcL genlerinin
dizisi ¢ok aciktir. Ikincisi de yavas bir hizla evrimlesmesidir. Béylece rbcL gen dizisi
analizi bitki filogenisinde cins ve daha iist taksonomik seviyeler i¢in yardime1 bir kaynaktir

[89].

ndhF dizisinin sistematik caligmalardaki ilk uygulamalar1 familyalar arasindaki
iliskiyi belirlemeye dayanir. Farkli familyalardan farkli dizilerle ¢alismak miimkiin
oldiukca ndhF dizilerinin uygulamalarinin filogenetik sorulara familyalar arasinda c¢ok

daha basarili oldugu belirlenmistir [90].

1.5.2.3 Cekirdek DNA’s1

Genom biiytikliigii farklt organizmalar arasinda cesitlilik gosterir. Bu, ¢ekirdek
genomunun kayda deger sistematik ve filogenetik bilgi verebilecegini gosterir. Fakat bazi
durumlarda bilgiyi analiz etmek zor olabilir. Cekirdek genlerinin kalitimi ¢ift ataya aittir.
Haploid genomdaki toplam DNA miktarma “C degeri” adi1 verilir. Bu deger farkl: tiirler
arasinda ¢ok biiyilk varyasyon gosterir. Toplam DNA’nin %5-10"undan daha azi
proteinleri kodlamak ic¢in gereklidir.  Cekirdek genomundaki bu fazlaliga C-degeri
paradoksu ad1 verilir [76]

Kromozom sayist ve karyotipteki varyasyonlar bitkilerin gelisiminin incelenmesi

acisindan oldukg¢a 6nemli bir kaynaktir [91].

Okaryotik ribozomal RNA genleri (ribozomal DNA veya rDNA) birbiri ardina
gelen dizilerin bir pargasi olan tekrarl tiniteler NOR (Nucleolar organizer regions) olarak
bilinen kromozom bolgelerinde bulunur. Her tekrarli iinite transkribe olan ve 18S, 5.8S

ve26S rRNA genlerini igeren bir bolge ve dis transkribe olan bosluk adi verilen ve ETS-1,
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ETS-2 ve transkribe olmayan bolge non-transcribed spacer (NTS) ad1 verilen dis transkribe
olan bolgeye sahiptir [92, 93].

Farkl tiirlerdeki c¢ekirdek genom miktarinin Olgiilmesi oldukca kullanish bilgiler
saglasa da sistematik anlamda sinirli degeri vardir. Cekirdek genomdaki DNA miktari
ayni cins icerisindeki tiirler arasinda cesitlilik gosterir ve bu bitkiler ile yapilan
caligmalarda sorunlara yol agar. Yani eger bir bitki materyali calisilacaksa, drnekleme

alan1 ¢cok genis olmalidir.

Cekirdek DNA icerigindeki intraspesifik varyasyonun sebebi acik uglu bir sorudur.
Bu durumun tiirlerin ekolojik tercihlerinin bollugu, tek yada ¢ok yillik olup olmadiklari
gibi belli baslh yaklagimlarindan kaynakli olabilecegi diisiiniilmektedir. Cekirdek genomlar,
her genomda bir tane olacak sekilde belli DNA dizileri igerirler. Bunlar tek kopya veya
essiz-kopya DNA olarak adlandirilir. Diger diziler genomda bir¢ok kereden milyonlarca
kereye kadar olusabilir ve tekrarli DNA olarak adlandirilir. Tek kopyali ve tekrarh
dizilerin oran1 genom kompleksligini gosterir. Ciinkii tek kopyali diziler diger tiim
dizilerden farklidir.  Filogenetik amaclar icin yapilan DNA-DNA hibridizasyon
calismalarinda, farkli tiirlerin DNA’lar1 belirtilen kosullarda hibridlesirler ve bu tiirler
arasindaki benzerlikler arastirilir. Bu teknikte ¢ekirdek genomdaki tek kopyali ve tekrarli
DNA dizileri kullanilabilir ve hibridizasyon zamanlar1 birbirleriyle karsilastirilabilir.
DNA-DNA hibridizasyonu sirasinda tek kopyali diziler yavasca birbirlerini bulurken
tekrarli diziler olduk¢a hizlidir. Boylece yavas reaksiyonlar tek kopyali DNA’larin
genomdaki sayisi ile karekteristiktir. Eger tek kopyalt DNA’nin konsantrasyonu fazlaysa,
hibridizasyon reaksiyonlari tekrarli dizilere oranla ¢ok daha uzun bir siirede meydana gelir.
Belirli tekrarli dizileri kromozomlar iizerine yerlestirme i¢in kullanilan tekniklerden birisi
in situ hibridizasyondur [76, 91, 94]. Bu metod radyoaktif olarak isaretlenmis DNA
parcalarinin kromozmlardaki tek zincirli DNA ile hibridizasyonuna dayanir. Otoradyografi,

isaretli parcalarin kromozomlarda gozlenmesine olanak saglar [95].
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1.5.2.3.1 i¢ Transkribe Olan Bosluklar (Internal Transcribed Spacers, ITS)

I¢c tarnskribe olan bosluk (ITS) sayisiz sistematik calismada ¢ok genis bitki
cesidinde cins ve tiir seviyesinde kullanilmistir. Iki i¢ bosluk ITS-1 ve ITS-2, 5.8S, 18S ve
26S niiklear ribozomal RNA (nrRNA) alt iinitelerini kodlayan genlerin arasinda
yerlesmistir ITS-1 ve ITS-2 bosluklar1 ve bunlara ek olarak 5.8 geni ITS bolgesi olarak
adlandirilir. ITS-1 ve ITS-2 yaklasik olarak 300 bp uzunlugunda, 5.8S alt iinitesi ise

angiospermler i¢erisindeki uzunlugu sabittir ve 163-164 bp uzunlugundadir [96].

IGS
ITS5m ) >

ETS ITS-1 |5.8S| ITS2 26S NTS ETS | 18S

ITS4

Transkribe olan bdlge

A

Tekrarlanan bolge

VY

v

Sekil 1.8 Cekirdek ribozomal DNA’sinin tekrarli tiniteleri [97]

ITS-1 ve ITS-2 bolgeleri ribozomal transkripsiyonel {initenin birer parcasi olsa da
bu diziler olgun ribozomlarin yapisina katilmazlar. ITS bdolgesinin her iki tarafinda da
korunmus diziler vardir boylece, evrensel primerler kullanilarak ¢ogaltilip dizi analizlari
yapilabilir. ITS bdlgeleri, niiklear ribozomal RNA’larin (ntfRNAs) ilerlemelerinde belirgin
bir role sahiplerdir. ITS-1’in (18S-5.8S) belirli bolgelerinde meydana gelen delesyonlar,
rRNA’larin kiigiik ve biiyiik alt tinitelerinin olgunlasmasini engelledigi belirlenmisken,
ITS-2 (5.8S -26S) bolgesindeki belirli delesyonlar ve nokta mutasyonlari rRNA’nin biiyiik

alt tinitesinin gelismesini engelledigi gozlenmistir. Bu, ITS bdlgesinin ribozomal DNA nin
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intergenik bosluk ve dis transkribe olan bosluk bdlgelerine oranla nispeten daha fazla

korundugunu gosterir [27, 98].

1.5.2.3.1.1 i¢ Transkribe Olan Bélgenin Filogenetik Kullamshhg:

Bir¢ok faktor ITS bolgesini filogenetik calismalarda kullanigh kilmaktadir [99-
105]. Ilk olarak ITS bolgesi bitki niiklear genomunda olduk¢a fazla tekrarli haldedir.
nrDNA’nin yliksek kopya sayisi amplifikasyonunu ve dizilenmesini daha kolay hale
getirmektedir.  Ikinci olarak homolog olmayan kopyalari nokta mutasyonu ve/veya
insersiyon / delesyon (indel) seklinde bulunabilmekte ve bir tiiriin bireyleri arasinda kiigiik
varyasyonlara sebep olabilmektedir. Son olarak ITS bélgesi kiigiiktiir (700 bp) ve yaninda
oldukca yiiksek seviyede korunmus 18S ve 26S nrDNA genleri gibi diziler bulunmaktadir
[27]. Bu sebepten dolayi, ITS bolgesinin amplifikasyonu ve dizilenmesi igin evrensel
primerler kullanilabilmektedir. Primerler fungal rRNA amplifikasyonu i¢in orijinal olarak
dizayn edilmistir ve mantar (Saccharomyces), bocek (Drosophila), ve bitki (Oryza sativa
and Hordeum vulgaris) dizilerinden koken almistir [106]. Bir¢ok angiospermde ITS-1
bolgesi ITS-2 bolgesinden daha uzundur ve sonug olarak ITS-1 bdlgesindeki bilgi verici ve
dizilenebilen niikleotid bolgeleri daha fazladir., ITS-1 bolgesi niikleotidleri % 29 cesitlilik
gosterdigi ve sinapomorfizm gosterdigi igin ITS-2 bolgesine gore filogenetik olarak daha
kullanighdir ITS-1 yada ITS-2 bolgelerinin dizi analizi sonuglarina dayanan filogenetik
agaclar diger diziler tarafindan desteklenmeyen sonuclar ortaya ¢ikartabilir. Bu yiizden
ITS-1 ve ITS-2 bolgelerinden elde edilen bilgilerin birlestirilmesi ile agiga ¢ikan sonuglar

daha dogru, saglam ve tam agaglar ortaya c¢ikartir [27, 96].
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2. MATERYAL VE YONTEM

2.1 Materyal

2.1.1 Calismada Kullamlan Bitki Ornekleri

Calismada kullanilan bitki 6rneklerinden bazilar1 Yard. Dog. Dr Tuncay

DIRMENCI tarafindan ¢esitli lokalitelerden toplanmuis, bazilar1 da Tiirkiye’deki gesitli

herbaryumlardan temin edilmistir. Bu bitkilerin toplandig1 lokaliteler Cizelge 2.1°de

goriilmektedir.

Cizelge 2.1 Calismada Kullanilan Bitki Ornekleri

Herbaryum | Tiiri Toplandig1 Lokalite Toplandig1 | Toplayan Toplandig:
Numarasi Yiikseklik Tarih
3852 Ziziphora Sivas/Celalli-Aktas N. CELIK 13.08.1985
clinopodioides Koyi, Giirlevik Dag,
(A) Kuzey yamaci
S.N. Ziziphora Cankir/llgaz Dag1 T.V. | 2100 m Giilendam 16.07.1989
clinopodioides | kulesi cevresi TUMEN
(B)
16273 Ziziphora Erzurum/Palanddken 2000 m Bayram 13.08.2006
clinopodioides | Dag1 Kayak Merkezi YILDIZ
©) Cevresi
S.N. Ziziphora Sivas/Susehri Germin Giilendam
clinopodioides | Deresi, Sogan Ovasi TUMEN
(D) Yaylasi
3174 Ziziphora Van/Bahgesaray 3000 m Mehmet 12.08.2002
clinopodioides FIRAT
(E)
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Cizelge 2.1’in Devami

3194 Ziziphora Balikesir/Kazdagi ¢.500 m Tuncay 04.07.2006
taurica subsp. | CAmlibel Koyii Uzeri DIRMENCI
taurica (A)
3125 Ziziphora Odemis/ Bozdag 750 m Tuncay 20.06.2006
taurica subsp. DIRMENCI
cleonioides
(A)
3154 Ziziphora Manisa/Sarigdl-Kiraz 750 m Tuncay 21.06.2006
taurica subsp. | aras1 47. km DIRMENCI
cleonioides
(B)
3156 Ziziphora Manisa/Bozdag-Birgi 750 m Tuncay 21.06.2006
taurica subsp. | arasi DIRMENCI
cleonioides
©)
3166 Ziziphora Denizli/Babadag 1200 m Tuncay 21.06.2006
taurica subsp. DIRMENCI
cleonioides
(D)
1397 Ziziphora Dinar-Isparta Giilendam 11.06.1978
capitata (A) Yolu, Dinar’dan 20 km TUMEN
uzakta bodur orman
sahasinda
3168 Ziziphora Denizli/Kaklik Tuncay 21.06.2006
capitata (B) DIRMENCI
5059 Ziziphora Nevsehir-Amanos 1150 m T.EKIM, N. | 06.10.1989
persica ADIGUZEL,
M. FIRAT,
U.KOL
1276 Ziziphora Kirikkale/Keskin- U.GULER 28.09.1991
tenuior (A) Bobrek Dag,
Haydarsultan Koyt
dogusu
2272 Ziziphora Sanliurfa/Ceylanpinar Nezaket 03.05.1995
tenuior (B) Afyon mah. Yamaglar ADIGUZEL
7757 Ziziphora Sivas/Celalli-Hafik aras1 | 1500 m Bayram 04.07.1986
tenuior (C) YILDIZ
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Cizelge 2.1’in Devami

3359 Ziziphora Akdagmadeni-Yozgat 1200m Tuncay 27.07.2006
tenuior (D) 17kmnAkdagmadeni’nin DIRMENCI
batisi

2.1.2 Cahsmada Kullanilan Kimyasallar

Calismada kullanilan tiim kimyasallar Merck ve Sigma Aldrich’ten temin
edilmistir. Molekiiler biyoloji materyalleri, Applichem, Biolabs, Stratagene ve Fermentas

firmalarindan yerli kuruluglar aracilifiyla temin edilmistir.

2.1.2.1 Genomik DNA izolasyonunda Kullanilan Kimyasallar

Kullanilan 6rneklerden sadece 3125 numarali 6rnekten Dellaporta ve arkadaslari
[107] tarafindan gelistirilen ve modifiye edilen yontemle genomik DNA elde edilmistir.
izolasyon igin kullanilan tiim kimyasallar Cizelge 2.2° de gosterilmistir. Diger drneklerden
genomik DNA izolasyonu ise Qiagen DNeasy Plant Mini Kit (Qiagen, Almanya)

protokoliine uygun olarak yapilmistir.

Cizelge 2.2 Genomik Dna izolasyonunda Kullanilan Cézeltiler ve Ozellikleri

Cozelti Kompozisyonu

33,6 gr Ure

0,5 M EDTA (pH: 8)
Ekstraksiyon tamponu (1L) 1 M Tris-HCI (pH:8)
5 M NaCl

%10 SDS

Fenol/Kloroform/izoamil alkol 25:24:1
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Cizelge 2.2°nin Devam

NaAc 3MpH:52
Izopropil alkol %100

TE (Tris — EDTA) 10 mM

RNaz A 10 mg/ mL

Etanol (EtOH) % 70’lik ve % 100 lik

2.1.2.2 PZR’de ( Polimeraz Zincir Reaksiyonu) Kullamilan Kimyasallar

PZR’de kullanilan kimyasallar ve miktarlar cizelge 2.3’de gosterilmektedir.

Cizelge 2.3 PZR’de ( Polimeraz Zincir Reaksiyonu) Kullanilan Kimyasallar

Kimyasalin Adi Miktari Konsantrasyon
NH4SO4 Tamponu S5puL 10X
DMSO 3uL -

MgCl, 3uL 25 mM
ITS-4 5uL pmol / mL
ITS-5 5uL pmol / mL
dNTP 0.8 uL. 10 mM
DNA 4 uL -

Taq DNA Polimeraz 0.6 uL 5 Unite
dH,O 23.4 uL -

Toplam 50 uL
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2.1.2.3 PZR’ de kullamlan Primerler ve Ozellikleri

PZR reaksiyonlarinda kullanilan primerler Integrated DNA Technologies ( A.B.D. )
firmasindan temin edildi. Primerler laboratuara gelir gelmez veya -20 °C buzdolabindan
cikarildiktan sonra yaklasik 15 sn 12.000 rpm’de satrifiij yapilarak kuru ¢okeltinin tiipiin
dibinde toplanmasi saglandi ve 1 ml dH,O igerisinde ¢oziilerek stok hazirlandi. Her bir
primerin son konsantrasyonu 50 nmol olacak sekilde sulandirildi. Calismada kullanilan

primerlerin DNA dizileri, erime sicakliklar1 (Tm) Cizelge 2.4’de verilmistir.

Cizelge 2.4 PZR’de Kullanilan Primerler ve Ozellikleri

Primer Niikleotid Dizisi(5°-3”) Tm Degeri
ITS-4 TCCTCCGCTTATTGATATGC 52.1°C
ITS-5 GGAAGGAGAAGTCGTAACAAG 55.0°C

2.1.2.4. Agaroz Jel Elektroforez Tamponlari

Cizelge 2.5 (0,5)xTBE (Tris-Borate) Tampon

Stok soliisyon Son Konsantrasyon
1M Tris-borate 0,045M
0.5M EDTA (pH 8) 0,001M
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2.2. Yontem

2.2.1. Cam Malzeme ve Plastik Malzemenin Hazirlanmasi

Istya dayanikli malzemeler, pipet uclari, ependorf tiipleri (mikrosantrifiij tiipleri),
santrifiij tiipleri, soliisyonlar, ve cam malzeme 121°C’ de 20 dakika (1 atm basingta)

otoklavda steril edildi. 2 saat 80°C’ de kurutma amaciyla etiivde bekletildi.

2.2.2 Genomik DNA (gDNA) izolasyon Yéntemi:

3125 numarali Ziziphora taurica subsp. clenoides Orneginden yapilan DNA
izolasyonu asagidaki metod kullanilarak Dellaporta ve arkadaglart [107] tarafindan

gelistirilen izolasyon metodu modifiye edilerek kullanildi.

1- 5 adet yaprak -80° den ¢ikartilip s1v1 azot iginde ezildi, 4 tiipe paylastirildi.(Ornek
miktart 300 pL )

2- 600 pL tampon eklenerek her 6rnege 5 dk alt tist edilir.

3- 500 pL Fenol/ Kloroform/ Izoamilalkol eklendi, 5 dk alt iist edildi.

4- 12000rpm’ de 5 dk santrifiij yapildi.

5- Siipernatant alindi.

6- Siipernatant miktarinin 1/10° u kadar Sodyum Asetat ( NaAc) eklendi alt iist edildi.
7- Siipernatant miktar1 kadar izoprapanol eklendi.

8- 1 dk max. 10000, min. 8000 rpm’ de santrifiij edildi.

9- Tiim ¢ozelti dokiildi, pellet tutuldu.

10- Pellet 500uL TE’ de ¢6ziildii, 2 tiipe indirildi.

11- 5 pL RNaz eklendi. Alt iist edilir, 30 dk 37° C’ de inkiibe edilir, 15 dk arayla alt iist
edildi.

12- 50 uL Sodyum Asetat ( NaAc) eklenr alt iist edildi.

13- 1ml % 95’ lik etanol eklenir, -80° de 10 dk eklendi.

14- 10 dk 13000rpm’ de santrifiij edildi.

15- Pellet pipet ucuyla oynatildi.
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16- Iml % 70’ lik etanol eklendi.

17- 2 dk 12000 rpm’ de santrifiij edildi.
18- Etanol pipet ucuyla uzaklastirildi.
19- 10 dk kurutuldu.pL

20- 50 uL TE’ de ¢oziildii.

2.2.3 PZR Amplifikasyonu (Polimeraz Zincir Reaksiyonu)

PZR toplam reaksiyon hacmi 50 pL olacak sekilde asagidaki bilesenler bir PZR
tiipiine kondu. Reaksiyonda ITS4m (5’-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’), ITS5m (5°-
GGAAGGAGAAGTCGTAACAAGG-3’) primerleri kullanildi. Karigima en son enzim

eklendi. PZR’de kullanilacak malzemeler ¢calisma esnasinda buz iizerinde muhafaza edildi.

PZR reaksiyonu asagidaki gibi diizenlendi:

Steril distile su 23.6 uL
dNTP (10mM) 0.8 uL
PZR buffer 5uL
Primer Forward (50 pmol/uL) 5uL
Primer Reverse (50 pmol/pL) 5uL
MgCl, (25 mM) 3uL
Kalip DNA 4 uL
Taq DNA Polimeraz 0,6 uL
DMSO 3uL

PZR tiipiine konan bilesenlerin iyice karigmasi i¢in ¢ok kisa bir siire (1-2 saniye)
santrifiijleme yapildi. Tiipler PZR aletine yerlestirildi. Uygun program segilerek
reaksiyon baslatildi.
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Cizelge 2.6 PZR Reaksiyonlari

Basamak Sicakhik Zaman Devir Sayisi
On 1s1itma 94 C° 5 dak. 1 devir
1. basamak 94C*° 45 sn.

2. basamak 50C*® 45 sn. 35 devir
3. basamak 72C*° 2 dak.

4. basamak 72C*° 10 dak. 1 devir
5. basamak 4C° 25 saat

2.2.4 PZR Sonuclarimin Degerlendirilmesi:

PZR sonuglarma gore istenilen yogunluktaki ornekler dizi analizine hazir hale
getirilmek icin Qiagen Jel ekasraksiyon kiti kullanilarak jelden geri kazanildi.(Kat no:
27104) Jelden kazanmak i¢in yeterli yogunlukta DNA elde etmek i¢in ayni1 6rnekten 50 pL
hacimde 8 adet PZR reaksiyonu yapildi ve elde edilen iiriin % 0.8’lik agaroz jel
elektroforezinde goriintiilendikten sonra elde elden bantlar kesilerek ependorf tiiplerinde
biriktirildi ve tiim Ornekler tek bir kolonda birlestirilerek jelden kazanildi. Bazi1 6rnekler
jelden geri kazanilmadan direk PZR iiriinii olarak dizi analizi i¢in gonderildi. Ornekler dizi
analizi elde etmek i¢in hem ITS-4, Hem de ITS-5m primerleri (White et al. 1990)
kullanilarak her iki taraftan da okundu. Ornekler, Diizen Laboratuar1 (istanbul), Refgen
(Ankara), Macrogen (Kore), lontek (Istanbul) gibi dizi analizi yapan ticari kuruluslara
gonderildi. Elde edilen dizi analizi verileri,, Windows 95/98/NT/2000/XP i¢in yazilmis
olan BioEdit biyolojik dizi siralama editortii ile kontrol edildi. Sol (5°, forward) ve sag (3’
revers) primerler ile okunan diziler eslestirildi, ve filogenetik agac olusturmak igin

kullanildi.
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3. BULGULAR

3.1 Ziziphora Taksonlarinin Morfolojik Karakterlere Dayali Taksonomi

Anahtar

Bir veya cok yillik, genellikle keskin kokulu. Sillatlar aralikli veya sik, ¢ogu kapitat
veya spikat ciceklenme diizenine sahiptir. Kaliks dar tiipsii, diiz ve birbirine yaklasan
dislere sahip, 9 damarli, bogazda tiiylii, nadiren subbilabiat. Korolla bilabiat, tist dudak
tiim veya emerginat, alt dudak 3 loblu. Bazen ginodioik, fertil stamenleri 2, iceride veya

disar1 ¢cikmisg, serbest veya anterler birbirine yanal olarak yapisik.
1-Cok yillik, ¢igek diizeni kapitat 1.clinopodioides
1-Tek yillik, ¢icek diizeni spikat veya kapitat
2-Cigek diizeni kapitat, kismen genis yumurtamsi braktelerle sarilmis
2. capitata

2-Cigek diizeni spikat veya subspikat, brakteler dar, baslar1 sarmaz

3-Korolla 12-15mm, c.2kaliks, kaliks 7-10mm S-taurica

3-Korolla 8-13mm, 1.5kaliks’ ten fazla olmayan, kaliks 5-8mm

4-Cigek diizeni ovoid, subkapitat, yapraklar linear-lanseolat’tan dar eliptige dogru

3-persica

4-Cigek diizeni dar yumurtamsi, spikat, yapraklar linearden dar lanseolata dogru

4-tenuior
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Cizelge 3.1 Morfolojik Veriler

OZELLIKLER | Z Z. tenuior | Z. Z. subsp. | Z. Z. persica

capitata subsp. | clenoides | clinopodioides
taurica

Yasam Siiresi | Tek Tek yillik Tek Tek Cok yillik Tek yillik
yillik yillik yillik

Govde 4-15cm | 5-15 cm 35 cm 15 cm 30 cm kadar 5-20 cm

Uzunlugu kadar kadar

Brakte Sekli Genis Linear Linear Linear Ovat Linear
ovat lanseolat ile

dar eliptik

Cicek Diizeni Kiire Dar Sivri Sivri Kapitat Yumurtamsi
seklinde | yumurtamsi, | uclu uclu ovoid
kapitat | spikat spikat spikat

Kaliks 8-11 5-8 mm 7-10 7-10 mm | 5-7 mm 8-10 mm
mm mm

Korolla 10-13 8-10 mm 8-10 8-10 mm | (7)-10-12 mm | 10-12 mm
mm mm

Korolla Rengi | Leylak, | Lavanta, Lavanta, | Lavanta, | Acik mor, lila | Lavanta,
mor, acgik mor, acgik ac¢ik mor, soluk mavi
lavanta, | lila mor, lila | lila
beyaz.
pembe,

3.2 ITS Bolgesinin Dizilenmesi

Calismada kullamilan Ziziphora Ornekleri Yard. Dog. Tuncay DIRMENCI

tarafindan ¢esitli lokalitelerden toplanmistir. Dis grup olarak belirlenen Mentha x villosa,

Salvia ranzaniana, Acinos alpinus ve i¢ grup olarak belirlenen Ziziphora hispanica

ornegine ait ITS-1, 5.8 geni ve ITS-2 bdlgelerinin kismi dizileri NCBI veri tabanindan
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temin edilmistir.

Calismada kullanilan Ziziphora cinsine ait Orneklerin PZR reaksiyonuyla ITS
bolgeleri cogaltildi. ITS bolgesinin dizi analizi igin ticari sirketler secildi. Dizi analizi igin
hazir hale getirilen 6rnekler Qiagen Jel Extraction Kitiyle (Katalog no 27104) jelden geri
kazanilarak (bkz cizelge 3.2)ya da direk PZR iiriinii seklinde (bkz ¢izelge 3.3) dizi analizi
sirketlerine gonderildi. Her bir 6rnegin DNA dizisi hem ITS4 (Forward) hem de ITS5
(Revers) primerleriyle (¢ift yonlii) okutuldu.

Dizi analizine gonderilmek iizere jelden kazanmak i¢in hazirlanmis 6rneklerin PZR

gorlntiileri asagidaki sekillerde gosterimistir (Sekil 3.1-3.6)

Sekil 3.1 Jelden Geri Kazanmak I¢in Yapilmis 8 Adet 50 L Hacimde 7757 Nolu Ornege
Ait PZR Urliniiniin Jel Fotografi
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Sekil 3.2 Jelden Geri Kazanmak I¢in Yapilmis 8 Adet 50 uL Hacimde 3165 Nolu Ornege
Ait PZR Uriiniiniin Jel Fotografi

Sekil 3.3 Jelden Geri Kazanmak I¢in Yapilmis 8 Adet 50 pL Hacimde 3125 (Ustte), 3156
(altta) Nolu Ornege Ait PZR Uriiniiniin Jel Fotografi
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Sekil 3.4 Jelden Geri Kazanmak I¢in Yapilmis 8 Adet 50 pL Hacimde 3174 Nolu Ornege
Ait PZR Uriiniiniin Jel Fotografi

Sekil 3.5 Jelden Geri Kazanmak I¢in Yapilmis 8 Adet 50 uL Hacimde 16273 (Ustte), 3359
(altta) Nolu Ornege Ait PZR Uriiniiniin Jel Fotografi
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Sekil 3.6 Jelden Geri Kazanmak I¢in Yapilmis 8 Adet 50 uL Hacimde 3168 (Ustte), 3194
(altta) Nolu Ornege Ait PZR Urliniiniin Jel Fotografi

Cizelge 3.2 Jelden Geri Kazanilan Ornekler ve Gonderildikleri Dizi Analizi Sirketi

Bitki Materyali

Herbaryum Numarasi

Bitki Tiirii

Gonderilidgi Dizi Analizi
Sirketi

3125

Ziziphora taurica subsp.

Diizen laboratuari

cleonioides (A)

3156 Ziziphora taurica subsp. Refgen
cleonioides (C)

3174 Ziziphora clinopodioides Refgen
(E)

16273 Ziziphora clinopodioides Refgen

©
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Cizelge 3.2°nin Devam

3168 Ziziphora capitata (B) Refgen

3194 Ziziphora taurica subsp. Refgen
taurica (A)

7757 Ziziphora tenuior (C) Macrogen

3359 Ziziphora tenuior (D) Refgen

Cizelge 3.3 PZR Uriinii Halinde Dizi Analizi i¢in Génderilen Ornekler ve Gonderildikleri

Dizi Analizi Sirketi

Bitki Materyali Bitki Tiirii Gonderilidgi Dizi
Herbaryum Numarasi Analizi Sirketi
3852 Ziziphora clinopodioides (A) Refgen

1276 Ziziphora tenuior (A) Refgen

S.N. Ziziphora clinopodioides (D) Refgen

5059 Ziziphora persica Refgen

3166 Ziziphora taurica subsp. clenoides | Refgen

(D)
3154 Ziziphora taurica subsp. clenoides  Refgen

(B)

41




Cizelge 3.3’iin Devam

S.N. Ziziphora clinopodioides (B) Refgen
1397 Ziziphora capitata (A) Refgen
2272 Ziziphora tenuior (B) Refgen

3.3 Verilerin Analizi ve Degerlendirilmesi

Sonuglarin degerlendirilmesi amaciyla dizi analizi sonucu ilk olarak NCBI veri
tabaninda niikleotid BLAST yapilarak kontrol edildi. ITS-4 ve ITS-5 primerleri
kullanilarak yapilan bir 6rnege ait iki niikleotid dizisi ile elde edilen diziler Windows
95/98/NT/2000/XP BioEdit biyolojik dizi siralama editorii ile kontrol edildi. Her iki
niikleotid dizisi ¢akistirilarak gergek dizi elde edildi (contig olusturuldu). Elde edilen ITS
bolgesi niikleotid dizilerinden, PAUP4.0, BioEdit ve PHYLIP 3.66 gibi bilgisayar

programlari yardimiyla filogenetik agac olusturuldu.

Yaptigimiz calismada Tiirkiye’de yetisen 6 Ziziphora taksonuna ait 17 adet 6rnek
analiz edilmistir. Bu ¢alismada kullanilan ITS (ITS1+ ITS2 + 5.8 geni) bdlgesi icin
referans ¢alismalarda siklikla rastlanan ITS4 ve ITSS primerleri kullanilmistir [10, 18, 29].
Veriler degerlendirildikten sonra filogenetik analiz PHYLIP3.66 ve PAUP4.0 programlari
yardimiyla yapildi. Elde edilen agaclarin goriintiilenmesi TreeV32 programi yardimiyla
gergeklestirildi.

PHYLIP3.66 bilgisayar programi yardimiyla parsimoni metodu kullanilarak yapilan
filogenetik analize dayali agacglar sekil 4.1-4.8’de gosterilmistir.
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7. clivapodioides (D)

£, ciimapodioddas {B)

Zalinopodivides 4)
e it

Ardnos alpiues

Anlvin sonsanim

Hurtha x villosa
Z. tarrica sip, chauoddes {4)

e 7, f0tric0 859, faica ()

e 7, 1116055, a0 s (1)

e 0 ity 55, et ()

p— , 1001100 DS, clonoidos (B)
. parsita
£ toewon (D))

— - £ tenutor {l:;

£, tmrudor ()
| 2, tomudos {4}
- & ctpitata (B)
l— £, capifate (4

7. chivapodioides (E)
E 7. chivogodioides {€)

Sekil 4.1 Parsimoni Sonucunda Elde Edilen 1 Numarali Agag

43



Z. clinopodioides (D)

Z. clinopodioides ()

Zelinopodioides {4)
Atiros alpinus

Salvia ranzaniana
_[ Mentha x villosa

2. hispanica

e 7, 011100 559, CHOIOIES {4)

Z. taurica ssp. tanriea (4)

g 2. 101512 55, tho0tti01des (D)

— e 2.ttt 55, clioitiotdes (€)

Z. taurica ssp. claowioides (B)

— 7, D215

re— ] tonutor (D)

L tenior (C)
_E Z. textior {B)

7. tenuior (4)
== Z capitata (B)
- & capitata (4)

- Z. clinopodioides ()

Z. clivopodioides (C)

Sekil 4.2 Parsimoni Sonucunda Elde Edilen 2 Numaral1 Aga¢
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Z. clinopodivides (D)

Z. clinopodivides (B)

Zelinopodivides {4)

e Atittos alpitits
Selvia ranzantons
_E Mantha x villosa

7, hispanica

Z. capitata (B)
_E Z. capitate {4)

prm— 7. taurica ssp, cleowioides (4)

Z. taurica ssp. tawrica {4)

et 7, t01i¢0 $5p. cleonioides (D)

e 2, Hit13011 557, Cle0R OIS (C)

e [, {gtirica 559, cliottivides (B)

P Z psrﬂlctl

e 7 fentiot (D)

p— 7 tatti0 (C)

_E 7. tanator (B)
7. tendor {4)

Z. clinopodivides (E)

—

e 7 clitopodioides (C)

Sekil 4.3 Parsimoni Sonucunda Elde Edilen 3 Numaral1 Agag
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Z. clinopodioides (D)

£, cliropodiotdes (C)
Z. clinopodioides (5)

Zelinopodioides ()
Z. clinopedicides (E)

& hispanica

Aciros alpins

Salvia ranzaiana

Mentha x villosa

Z.taurica ssp. cleonioides (4)

Z. taurica ssp. tarica (4)
- Z. tawrica ssp. cloonioides (D)

& taurica ssp. cleonioides (C)

Z. taurica ssp. cleoniotdes ()

=7 {enuior (D)

L temior (€)
_E Z. tanior (B)
2 tenudor {4)

— Z. capitata (B)

— Z. capitata (4)

Sekil 4.4 Parsimoni Sonucunda Elde Edilen 4 Numaral1 Agag
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Z. clinopodioides (D)

£ clinopodioides (C)
2, clivopodioides (B)

Z.elivopodioides (4)
Z. clinopodivides (E)

e A cit05 alpiteus

—E Sadvia ranzanione
Mentha x vitlosa

2. hispanica

o — ], 100110 5P, cleonioides (A)

re— 7. taurica ssp. tawrica {4)
Z. taurica ssp. cleonivides (D)

& taurica ssp. cleontoides {C)

[r— . taurica ssp, cleoniotdes (B)

e L tenudor (D)

o — 2 denulor (C)
Z. tawuior (B)
_E 7. tonaor ()
== Z.capitata (B)
— Z. capfiata {4)

Sekil 4.5 Parsimoni Sonucunda Elde Edilen 5 Numaral1 Agag
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L
L

_E

Z. clinopodioides (D)
Z. clinopodiotdes (C)
Z. clinepodiotdes (B)
Zlinopodioides (4)
Z. clinopodioides (E)
Aitos alpinus
Salvia ranantonn
Mentha x villosa
7. hispanica
Z.capitata (B)
¢, capitia {4)
Z. touerica ssp. cleonioides (4)

Z. tawrica ssp, teurice {4)
Z. tawrica ssp, cleonioides (D)

& taurica ssp. cleontotdes (C)

Z. taurica ssp. cleonioides ()
Z. persica

Z tuior (D)

Z. tenutor (C)

Z. tenuior (B)
7. tomuior (4)

Sekil 4.6 Parsimoni Sonucunda Elde Edilen 6 Numaral1 Agag
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e
—
—

—

Z. clinopodiotdes (D)
Z. clinopodiotdes (5)
Z.clinopodiotdes (4)
Z. clinopodiotdes (C)
Z. clinopodiotdes (F)

Actnos alpinns

Sulvie ranzaniana

Mentha x, villosa

. hispanica
7. taurica ssp, cleonioides {4)

4. taurica ssp. tawrica (4)
& taurica ssp. cleonioides (D)

7. taurica s5p. cleontoides (C)
Z taurica ssp. cleontoides (B)

Z. persica
Z. tenutor (D)
Z. tawuior (C)

Z. tewuior (B)
2. tewuior {4)

Z. capitata {5)

& capitata (4)

Sekil 4.7 Parsimoni Sonucunda Elde Edilen 7 Numarali Agag



Z. clinopodioides (D)
2. clinopodioides (B)

Z.clinopodivides (1)
4. clinopodioides (C)

2. clinopodioides (E)

p— 7, hispanica

Actnos alpinns

Salvia ranzentana

Mexntha x villosa
Z. taurica ssp. cleonioides (4)

£, taurica ssp. taurica (4)

Z. taurica ssp. cleorioides (D)

1y

2. taurica ssp. cleonioides (C)

Z. tonrica ssp. cleonioides (B)

Z. persica

Z. texuior (D)

Z. tenuior {C)

&. tenuior (B)
2. tenuior {A)

Z. capitata (B)

FWF[I

&. capitata (A)
Sekil 4.8 Parsimoni Sonucunda Elde Edilen 8 Numaral1 Agag
Phylip 3.66 programi kullanilarak yapilan parsimoni analizi sonucu elde edilen agaglardan

en parsimonik olan agaci belirlemek amaciyla PAUP 4.0 (Swofford 2000) programi

kullanilarak bootstrap analizi yapilmistir. Analiz sonucu sekil 4.9‘da gosterilmektedir.
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Sekil 4.9 BOOTSTRAP Analizi

Zclinopodivides (4)

2. clinopodiotdes (B)

Z. clinopodiotdes (C)

4. capitata {4)

Z. capitata (B)

Z. persica

Z. tenudor {4)

Z. tenuior (B)

2. tenutor (C)

Z. tenrior (D)

Z. taurica ssp. cleontoides (B)
Z. taurica ssp. cleoniotdes (C)
Z. tauricn ssp. cleonivides (D)
Z. tauricn ssp. lourica (4)

Z. taurica ssp. cleoniotdes (1)
<. kispanica
Mentha x villosa
Sabvia ranzaniono

Acinos alpinas

Z. clinopodioides (E)

Z. clinopodioides (D)

Yaptigimiz Bootstrap analizinde, dis grup olarak kullandigimiz Menta x vilosa,

Salvia ranzaniana ve Acinos alpinus grubunun % 81 desteklendigi gézlenmektedir.

Ziziphora capitata (A) ve Ziziphora capitata (B) drneklerinin bulundugu grubun %94

desteklendigi, Ziziphora tenuior tiiriine ait 6rneklerin bulundugu dalin % 55 desteklendigi

ve bunun yaninda bu tiire ait taksonlar1 Ziziphora persica ve Ziziphora taurica subsp

cleonioides (B) ile olan filogenetik iligkisini gdsteren dalin da % 78 desteklendigi

gozlenmektedir. Ziziphora clinopodioides tiirtine ait 6rneklerin da ¢ok net bir sekilde
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birbirinden ayrildig1 buna ek olarak Ziziphora clinopodioides (E)’ nin diger Ziziphora

clinopodioides drneklerinden ayrildig: ortaya ¢ikmaktadir.

Parsimoni analizine ek olarak genetik uzaklig1 belirlemek tizere UPGMA
(Unweighted Pair Group Method Using Arithmetic Average) ve NJ (neighbor joining)

analizleri yapilmistir. Elde edilen verilerin parsimoni analizi sonucu elde edilen

Sclinopodioides (4)
Z. cliropodioides (D)
Z. clinopodioides (B)

£ clinopodioides (C)

£. clinopodioides (E)
2. kispanico

filogenetik agaclar1 destekledigi belirlenmistir.

. capitata {4)
Z. capitata {B)

—
Z. persica
Z. tanrica ssp. cleonivides (B)
B £, tenuior (C)
il L tonudor (d)
Z. tenudor {(H)
Z. taurica ssp. cloouioidos (€)
B £ toarice s, cleorivides (D)
Z. tourica ssp. tourica (A)
Z. tenior (D)

—————— Z. iaurica ssp. tourica {4)

Acinos alpinus
Mentha x villosa

Salvia ranzaniono

Sekil 4.10 UPGMA Analizi Sonucu Olusan Agag
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Zclinopodivides {4)

— Z clinopodiaides (B)
— . clinopodiotdes (C)
[ . capitata (4)
Z. capiiata (B)

7. narsien

2. tawrica ssp. cleomioides (5)
. tamudor {4)
Z. teador {5)

Z. tomuior (€)
Z. tenador (D)

. taurica ssp. cleowioides (€)

2. tautica ssp. chaontoides (D)

. tarica ssp. tawrica )
7. taurica ssp, cleonioides (4)

2. hispaica
Montha x villosa

Acinos alpius

Z. clinopodiuides (E)

Z. clinopodiotdes (D)

Sekil 4.11 Neighbor Joining (NJ) Analizi Sonucu Olusan Agag
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4. SONUC VE TARTISMA

ITS bolgesi dizi analizi sonucu elde edilen veriler ile Anadolu’da yetisen Ziziphora
taksonlarina ait filogenetik analiz (genetik akrabalik) PAUP 4.0, PHYLIP 3.66 ve BioEdit
programlari1 yardimiyla yapildi. Analiz i¢cin Parsimoni ve Genetik Uzaklik kriterleri

kullanilmastir.

Filogeninin ¢ok yaygin olarak kullanilmasina bagli olarak bunlarin yeniden
yapilandirilmasi i¢in birgok metod gelistirilmistir. Parsimoni en sik ¢alisilan ve kullanilan
filogenetik agactir. Bu metod olas1 biitiin agacglar1 degerlendirme ve farkli agaclar
arasindan se¢meye yarayan her biri i¢in bir kriter ya da bir skor verme esasina dayanir.
Maksimum Parsimoni’de kriter, verilen agactaki verileri agiklayabilmek i¢in ger¢ek oldugu
kabul edilen evrimsel degisimlerin sayisidir. Parsimonisi en yiiksek olan agag, en tutumlu

olan yani genetik iliskiyi en gergek¢i yansitan agactir.

Genetik uzaklik metodu, dizi ciftleri arasindaki farkin derecesine ve uzakligina
dayanir. Bu uzaklik taksonlar arasinda uzaklik matriksi olusturmak i¢in kullanilabilir.
Uzaklik metodunda iki farkli algoritma kullanilir. Bunlardan biri kiime temelli digeri ise
optimalite (en iyilik) temelli algoritmalardir. Kiime temelli algoritmalarda uzaklik matriksi
en benzer dizi ciftlerinden baglanarak yapilir. UPGMA ve NJ olamak {izere iki ¢esidi
vardir. Optimalite temelli algoritmalarda ise bir¢ok agac¢ topolojisini kiyaslar ve agacglar

arasinda en iyi uydugu diisiiniileni seger [108].

Bootstrap arastirmasi elde edilen agaglarin dallarinin parsimoni kriteri kullanilarak
istatistiksel yonden en giivenilir olan dallar1 belirlemede kullanilir [109]. Burada eldeki
bilgiler degerlendirilerek baz1 kopyalar iiretilir ve herbir dalin yiizdelik olarak ne oranda
desteklendigi belirlenir. Bootstrap degeri % 0 ile % 100 arasinda degisir. Kress ve
arkadaslarinin (2002) nin karakterize ettigi bootstrap destek kriterlerine gore, >= % 85

giiclii, % 70-85 arasi orta, %50-70 aras1 zayif ve < % 50 ¢ok zayif seklinde tanimlanmustir .
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Bootstrap desteginin % 70 ya da daha biiyiik olusu genellikle dogru filogeninin
tanimlanmasi ile iligkilendirilir. Eger, belli bir dal i¢in bootstrap destegi % 50’ nin altinda
ise; arastirmaci agacin bu kismindaki dallanma modelini belirleyemedigi sonucuna varacak
ve bunun sonucunda yayinladigi agacta, bu dali tek diiglimden ¢ok ¢atalli olarak verecektir

[110].

Calismamizda dis grup olarak belirlenen Menta x vilosa, Salvia ranzaniana ve
Acinos alpinus drmeklerinden Ziziphora cinsi taksonlarina en yakin Acinos alpinus, en uzak
ise Salvia ranzaniana > nmn oldugu belirlenmistir. I¢ grup plarak belirlenen Ziziphora
hispanica’nin ~ Ziziphora taksonlarina yakin ¢ikmast analizimizin giivenilirligini
gostermektedir.  Ziziphora clinopodioides A, B, C ve D 0Orneklerinin birbirlerine
morfolojik karakterler acisindan benzer olmasi, parsimoni ve genetik uzakligi belirlemek
amaciyla yapilan NJ ve UPGMA analizleri sonucu elde edilen filogenetik agaclarda da bu
sonucun desteklenmesi bu drneklerin birbirlerine yakin 6rnekler oldugu, ITS boélgesi dizi
analizi sonucuna gore molekiiler olarak ta birbirlerine benzedigi sonucunu c¢ikarmistir.
Ziziphora clinopodioides (E) 6rneginin 3000 m yiikseklikte yetismis olmasi, bu ortama
uyum gosterdiginden dolayr diger Ziziphora clinopodioides drneklerine nazaran daha dar
ve yuvarlak yapraklara sahip olmasi, daha kisa olmas1 ve diger Ziziphora clinopodioides
orneklerinin kaliksi yesil renkte iken kaliksinin kirmizi-mor renkte olmasi bu 6rnegin
yapilan filogenetik analizler sonucunda da diger Ziziphora clinopodioides Orneklerinden
ayrilmasina sebep olmustur. Bu sonug¢ Ziziphora clinopodioides (E)’nin yeni bir alttiir
olabilecegi sonucunu ortaya ¢ikarmaktadir. Ziziphora capitata (A) ve Ziziphora capitata
(B) oOrneklerinin olusturdugu monofiletik grup bu taksonlarin diger Ziziphora
orneklerinden  ayrildigini, ve kendi iglerinde de tutarli bir dal olusturduklarini
gostermektedir.  Ziziphora taurica subsp. taurica (A) ve Ziziphora taurica subsp.
cleonioides C, D ve A’nin monofiletik grup olusturmasi, bu alttiirlerin diger Ziziphora
taksonlarindan ayrildigim1 fakat kendi iclerinde birbirlerine ¢ok yakin olduklarini
gostermektedir. Ziziphora tenuior cinsine ait 6rneklerin monofiletik grup olusturmalar1 bu
cinse ait taksonlarin diger Ziziphora cinsine ait taksonlara gore farklarini ortaya koymus,
bu taksonun Ziziphora persica ile olan yasam siiresi, gdvde uzunlugu, ve braktelerinin
linear olmasi seklindeki morfolojik benzerlikleri analizimizde de ortaya ¢ikmistir. Bu

monofiletik grupta yer alan Ziziphora taurica subsp. cleonioides (B) 0rneginin boyunun
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daha kisa olmasi, basit ve dallanmamis bir gévdeye sahip olmast diger Ziziphora taurica

subsp. cleonioides 6rneklerinden ayrilmasina neden olmustur.
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