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OZET

BAZI ENDEMIK SIDERITIS L. TURLERININ MATK ve RBCL SEKANS
DiZIiLERINE DAYALI FiLOGENETIK ANALIZi

Sofyahioglu, E. Aydin Adnan Menderes Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii,
Tarimsal Biyoteknoloji Anabilim Dal, Yiiksek Lisans Tezi, Danmisman: Dog. Dr.
Emre Sevindik, Aydin, 2024.

Bu ¢alismada endemik Sideritis brevidens, Sideritis congesta, Sideritis erythrantha
var. cedretorum, Sideritis libanotica subsp. violascens, Sideritis rubriflora ve Sideritis
vuralii tirlerinin filogenetik analizi ve DNA barkod analizleri kloroplast matK ve rbcL
sekanslar ile gerceklestirilmistir. Sideritis tiirleri laboratuvara getirilip genomik DNA
izolasyonu yapilmisti. PZR reaksiyonu matK ve rbcL primerleri kullanilarak
gerceklestirilmistir. PZR {iriinleri %1 lik jel ekeltroforezinde goriintiilendikten sonra
dizileme analizi gergeklestirilmistir. Hem forward hem de reverse diziler Sequencher 5.4
programu ile elle diizeltilmis ve kontig diziler olusturulmustur. Kontig diziler NCBI’da
blast yapilmis ve benzerlik oranlari tespit edilmistir. NCBI’dan Stachys, Salvia, Lamium,
Nepeta ve Satureja tirlerinin matK ve rbcL dizileri alinarak NJ filogenetik agaci
olusturulup, tiirler arasindaki iliskiler ortaya c¢ikarilmistir. Calisma sonucunda, mafK
analizleri Sideritis tlrlerinin kendi i¢inde ¢6ziimlenmesin de etkili olmamistir. Diger
tirler ile olan filogenetik iliskide, Stachys tiirleri ile ayni1 grup icinde ¢ikmustir. rbcL
analizlerinde Sideritis rubriflora ve Sideritis vuralii tirleri bir arada ¢ikarken diger
Sideritis tiirleri politomi ¢ikmistir. Diger tiirler ile olan filogenetik iliskide, Stachys tiirleri
ile ayn1 grup icinde ¢ikmistir. Hem matK hem de rbcL sonuglar1 birbiri ile uyumlu

cikmustir.

Anahtar Kelimeler: Sideritis, matK, rbcL, filogenetik, Tiirkiye
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ABSTRACT

PHYLOGENETIC ANALYSIS OF SOME ENDEMIC SIDERITIS L.
SPECIES BASED ON MATK AND RBCL SEQUENCES

Sofyahioglu, E. Aydin Adnan Menderes University, Graduate School of Natural
and Applied Sciences, Department of Agricultural Biotechnology, Master Thesis,
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Emre Sevindik, Aydin, 2024.

In this study, phylogenetic analyses and DNA barcode analyses of the endemic
species Sideritis brevidens, Sideritis congesta, Sideritis erythrantha var. cedretorum,
Sideritis libanotica subsp. violascens, Sideritis rubriflora and Sideritis vuralii with
chloroplast matK and rbcL sequences were carried out. Sideritis species were brought to
the laboratory and genomic DNA was isolated. PCR was performed using matK and rbcL
primers. Sequencing analysis was performed after visualisation of PCR products on 1%
gel electrophoresis. Both forward and reverse sequences were corrected manually using
Sequencher 5.4 and contig sequences were generated. Contig sequences were blasted at
NCBI and similarity ratios were determined. The NJ phylogenetic tree was constructed
using the marK and rbcL sequences of Stachys, Salvia, Lamium, Nepeta and Satureja
species from NCBI and the relationships between species were revealed. As a result of
the study, mafK analyses were not effective in analysing Sideritis species within
themselves. In its phylogenetic relationship with other species, it appeared in the same
group as Stachys species. In rbcL analysis, Sideritis rubriflora and Sideritis vuralii
species were found together, while other Sideritis species were found in a polytomy. In
its phylogenetic relationship with other species it appeared in the same group as Stachys

species. Both mafK and rbcL results were compatible.

Key words: Sideritis, matK, rbcL, phylogenetics, Tiirkiye
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1. GIRIS

Tirkiye’nin jeomorfolojik yapisi, farkli topografik yapilara ve farkli toprak
gruplarina sahip olmasi ve iklim ¢esitliliginin farkli olmasi, iilkemizin ti¢ farkli bitki
cografyasinin birlestigi yerde konumlanmasi (Akdeniz, iran-Turan ve Sibirya-Avrupa
olmak {iizere), buzul oldugu zamanlarinda canlilar agisindan sigiak olmasi ve bazi
cinslerin gen merkezi olmasi nedeni ile; iilkemiz de yayilis gosteren bitki tiir ¢esitliligi
acisindan diinyanin zengin ve farkli vejetasyon tiplerini bulunduran alanlardan birisidir

(Davis ve Hedge, 1975; Avct, 1993).

Tirkiye'nin essiz bitki ¢esitliligi, diinyanin dort bir yanindan botanik¢ileri kendine
cekerek aragtirma yapmaya yonlendirmistir. Literatiirde yer alan birgok arastirmanin
kokeni, 16. yiizyilin ortalarinda baslayan bitki toplama ¢aligmalarina dayanmaktadir.
Ulkemize bitki toplamak igin gelen ilk arastirmaci Fransiz Doga Bilimci Pierre Belon’dur
(Baytop, 2004). Anadolu’ya gelerek oOrnek bitki toplayip Avrupa’daki herbaryuma
gdbtiiren ve botanik ¢alisan arastirmacilara dagitan bir diger arastirmaci ise Fransiz asill
Benjamin Balansa’dir. Benjamin’in olusturdugu koleksiyon sayesinde diinyanin dort bir
yaninda eserler yapilmistir. Ornegin; Cenevre’de iilkemiz florasinm ilk énemli eseri,
Flora Orientalis'in (1867-1888), Edhinburg’da ise Flora of Turkey'in (1965-1985) bitki
cesitliligi ile ilgili en 6nemli eserler olarak literatiire ge¢cmislerdir (Baytop ve Nicolas,

2006).

Bu ¢aligmalardan sonra iilkemizdeki botanikgilerin sayisi oldukca artmistir. Bu artis
sonucunda 2000 yilinda Tiirkiye Florasinin 2. ek cildi olan 11.cilt yayinlanmistir (Giiner
vd., 2000). 2012 yilinda ise Tiirk arastirmacilarin hazirlamis oldugu ve Tiirkiye bitki
zenginliginin tamamin1 kapsayan ‘Tirkiye Bitkileri Listesi (Damarli Bitkiler)’ eseri
yaymlanmistir (Giiner vd., 2012). Floranin tamamlanmasinin sonucunda yapilan
caligsmalar ve yeni taksonlarin tanimlanmasi ile tilkemiz florasinin incelenmesi tam olarak
bitmedigi, ¢cok sayida floristik ¢aligmanin yapilmis oldugunu ve tanimlama hatalarin’ da

yapilmaya devam edildigini gostermistir (Celik, 2013; Dogan, 2006).

Ulkemizin cografi konumu, tarihsel gelisim siireci ve fiziki yapisi gibi
nedenlerinden kaynakli olduk¢a zengin bir floraya sahiptir. Ulkemizde yapilan
caligmalara gore flora sayimiz 12.000 adetten fazla dogal taksona sahiptir. Floramizin
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yaklagik 1/3’1i endemik olup endemik takson sayisinin 3,649 oldugu belirtilmektedir
(Giiner vd., 2012). Endemik bitkiler sinirli sayida yayilis gosteren bitkilerdir. Yunanca da
endemik, endemos kelimesinden gelmektedir. Endemizm, bir bitki tiiriiniin yayilis
alaninin sadece belirli bir bolgeye simirli olmast durumudur. Bu boélge, birkag
metrekareden bir kitaya kadar degiskenlik gosterebilir. Ancak, pratikte endemik bitkiler
genel olarak bolgesel ya da daha dar alanlarda yayilis gosterirler (Kaya ve Aksakal, 2005).

Ulkemiz endemizm yoniinden oldukg¢a zengin bir iilkedir ve her 10 giinde bir yeni
bir endemik takson varliginin bulunmasi ile daha da fazla artmaktadir. (Torlak vd. 2010;

Gtiner vd. 2012; Senkul ve Kaya, 2017

Tiurkiye’nin endemik tir orant ve ¢esitliligi, Yunanistan'daki endemik bitki
sayisinin 800-1000 arasinda olmasiyla karsilastirildiginda, Orta Dogu'nun en zengin
florasina sahip iilke olarak kabul edilmesini agiklamaktadir (Ekim, 1995; Kendir ve
Giiveng, 2010; Kaya ve Aksakal, 2005). Cizelge 1.1°de diger iilkelerin yayilis gosterdigi

endemik tiir sayilar1 belirtilmistir.

Cizelge 1.1. Diinya Genelindeki endemik tiirlerin sayilari

Giiney Dogu Asya 40.000 endemik tiir (Myers, 1990)
Malezya Yarimadasi, Kuzey Borneo ve Sunda 15.000 endemik tiir (Myers, 1990).
Adalar1

Cin ve Dogu Asya 18.650 endemik tiir tiir (Myers, 1990).
Hindistan ve Srilanka 7.100 endemik tiir (Myers, 1990).

Akdeniz Kiyilar:: Kibris, Liibnan, Portekiz,
Yunanistan, Fransa’nin bir boliimii, Libya, | 13.000 endemik tiir (Myers, 1990).
Ispanya, Israil, Cezayir,

15638 bitki tiiriiniin %90°1 endemiktir (Mittermeier

Avusturalya vd.. 1998).

Yeni Zelanda 2400 bitki tiriiniin %81,1” i endemiktir. (Myers
1988)

Kuzey Amerika 4.198 endemik tiir (Mittermeier vd.,1998).

Giliney Amerika 55.000 endemik tiir (Mittermeier vd., 1998).

Karayip Adalari 7.000 endemik tiir(Mittermeier vd.,1998).

Afrika 35.000 endemik tiir (Davis vd., 1994)

1.2. Lamiaceae Familyasi

Lamiaceae (Ballibabagiller) familyas1 1789 yilinda ilk kez De Jussieu tarafindan
“Labiatae” ismi ile adlandirilmistir ve daha sonra yine ayni1 y1l i¢inde, Lindley tarafindan
“Lamiaceae” olarak isimlendirilmistir (Honer ve Greuter, 1988; Hedge, 1992; Kilickaya
ve Akgiil, 2017). Lamiaceae (Ballibabagiller) latince kokenli kelime, Lamium’dan ve

aceae ekinden olusmustur. Yunancada acikagiz ya da sagskin agiz olarak bilinmektedir.
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Lamiaceae (Labiatae), nane familyasi olarak da bilinmektedir (Abdelhalima ve Hanrahan,
2021; Catak ve Atalay, 2022). Lamiaceae familyasi tarihi hakkinda bir baska bilinen sey
ise, Lamiaceae’nin Verbenaceae ‘den (Mine Cigegigiller) evrimlestigi bilim insanlar
tarafindan kabul goriilmiis olmasidir. Evrimsel tarihi ve taksonomi agisindan Lamiaceae
familyasi, yaklasik olarak 7200 tiir ve 237 cins bulunmaktadir. Kutup bolgeleri disinda
karasal bolgelerde kozmopolit yayilis gdsteren bir familyadir. Tropikal bolgelerde de
birka¢ tlirli vardir fakat iliman boélgelerde daha fazla bulundugu tespit edilmistir.
Ulkemizde bulunan tiir ve cins sayisi ise oldukga fazladir. 400 tiir ve 38 cins iilkemizde
oldukca yaygin olarak yetismektedir. Ege bolgesi, Akdeniz bolgesi ve Karadeniz
bolgesinde Lamiacaeae familyasinin endemik tiirleri yetismektedir (Preedy, 2015;

Tiirkoglu, 2020).

1.2.1. Lamiaceae Familyasinin Farmakolojik Onemi

Lamiaceae familyasindaki bir¢ok bitki Anadolu topraklarinda, sedef hastaliginda,
kanamalarda, egzamada, enfeksiyonlarda, iilser, menstiirel bozukluklarda, mide ve spazm
rahatsizliklar1 gibi cesitli saglik problemlerinde eski donemlerden beri halk sagliginda
ilag olarak kullanilmaktadir. Igeriginde diterpenoidler, triterpenoidler, antibakteriyel,
sitotoksik, antiinflamatuar ve kardiyoaktif gibi etki gostermektedir. Bu familyaya ait
bitkiler kekik, feslegen, lavanta ve biberiye gidalarin bozulup bdceklenmesini
engellemeye yarar, aroma verici ve tibbi agidan kullanilmaktadirlar. Son zamanlarda
yapilan calismalarda, icerdikleri fenolik bilesikler ile antioksidan etki gosterdikleri
gozlemlenmistir. Ek olarak bu fenolik fitokimyasallarin oksidasyon ile alakali bircok
hastalikta tedavi edici etkisinin arastirma ¢alismalar1 hala devam etmektedir (Erdemoglu
vd. 2006; Matkowski ve Piotrowska, 2006; Giizeldere, 2022). Lamiaceae familyasina ait
bitkilerden elde edilen ugucu yaglarin farmokolojik olarak calismalar yapilmasi
sonucunda, familyanin antikanser ve antimitojenik/cogalmaya kars1 aktivete gosterdigi
gbzlemlenmistir (Mesquita vd. 2019; Kavci, 2020; Oalde Pavlovi¢ vd. 2021). Ghorbani
ve Esmaeilizadeh, 2017 yilinda yaptiklar1 bir ¢calismada adagayinin bogaz agrisi, bilissel
islevlerinin ve hafiza islevlerinin iyilestirilmesinde farmokojik ac¢idan etkilerinin
oldugunu tespit etmislerdir. Ek olarak kan sekerinde ve lipid profilinde ciddi iyilesme
etkisinin oldugunu goézlemlemislerdir. Lamiaceae familyasina ait olan (Salvia) adagay1

eski yillardan beri halk tibbinda gargara olarak, kadinlarda adet dongiisiiniin
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diizenlenmesinde ve menopoz déneminde olusan sicak basmalarini engellemek igin
oldukca yaygin sekilde kullanilmistir. Ek olarak istahsizlik, karaciger fonksiyonlarinin
diizenlenmesi ve sindirim sistemini diizenlemek i¢in kullanilmistir (Ozyalin ve Yaman,
2023; Yaman, 2021). Kavci (2020) yilinda yaptigi bir calismada tilkemizde dogal olarak
yetisen Lamiaceae familyasindan olan Satureja L. cinsine ait bes farkli takson sitogenetik
bakimindan arastirilmistir. Calismanin sonunda Satureja taksonlar1 gida ve farmakoloji

endiistrisinde yeni hammadde kaynaklar1 olarak kullanilabileceginin tespitini yapmustir.

1.3. Sideritis Cinsi Hakkinda Genel Bilgi

Sideritis L. cinsinin ad1 Yunan kokeninden gelmektedir. Sideritis, demir anlamina
gelen “sideros” tan gelmektedir. Sideritis L. cinsine ait bitkilerin, yaralar1 iyilestirme
ozelliginden kaynakli ‘sideros’ ad1 verilmistir. Sideritis L. cinsi en yaygin ve ¢esitliligi
¢ok olan Lamiaceae familyasinin bir liyesidir (Yordanova ve Apostolova, 2000; Erdem,
2013). Tiirkiye, farkli iklim tiplerine sahip olmasi ve ii¢ floristik bolgenin kesisme
noktasinda bulunmasindan dolay1 diinyanin bitki tiirleri agisindan zengin iilkelerinden
biridir. Ulkemizde yapilan galigmalara gore flora saymmiz 12.000 adetten fazla dogal
taksona sahiptir. Floramizin yaklagik 1/3’i endemik olup takson sayisinin 3.649 oldugu
belirtilmektedir. Ayrica, Tiirkiye Lamiaceae familyas1 i¢in bir gen merkezi olarak kabul
edilir. Bu familyanm bir iiyesi olan Sideritis cinsi, Ispanya, Yunanistan ve Bulgaristan
gibi Akdeniz iilkelerinde olmak iizere genis bir bolgede yetisir. Ozellikle Akdeniz
havzasinda yayilmis olup ililkemizde 55 takson ile temsil edilmekte olup, bu taksonlarin
401 endemiktir (Gliner vd. 2012; Topal ve Uzun, 2020). Yillar boyunca, Sideritis
taksonlariin bir¢ogu kimyasal ¢esitlilikleri ag¢isindan arastirilmis ve ugucu (ugucu yag;
monoterpenler, seskiterpenler, vb.) ve ucucu olmayan bilesikleri (6rnegin terpenoidler,
flavonoidler, feniletanoid glikozitler ve fenolik asitler) barindirdigi tespit edilmistir
(Chrysargyris vd., 2023). Ayrica Sideritis tiirleri ile yapilan ¢aligmalar, antimikrobiyal,
anti-inflamatuar, anti-iilser, antioksidan, antiproliferatif ve sitotoksik gibi farkl
farmakolojik aktiviteler sergiledikleri de ortaya koymustur (Carik¢r vd. 2012;
Mitropoulou vd. 2020; Zyzelewicz vd. 2020). Saglik bakimindan Sideritis tiirlerinin
caylarindan hazirlanan infiizyonlar, halk hekimliginde diiiretik, analjezik, antispazmodik,
karminatif, sedatif, antitussif, anti-iilser, anti-inflamatuar, antibakteriyel, antioksidan ve

insektisidal etkiler i¢in geleneksel olarak kullanilmaktadir. Son yillarda yapilan bilimsel
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arastirmalar, bu etkilerin bazi Sideritis tiirlerinden elde edilen ekstrelerde de bulundugunu
dogrulamustir (Carike¢r vd. 2012; Topal ve Uzun, 2020). Lamiaceae’ye ait olan Sideritis
bilgeriana, lilkemizde kullanilan tibbi bir bitkidir. Kullanim amaci, agriy1 ve iltihabi
azalmaktir. Halk arasinda oldukga tercih edilen bir bitki olup bilimsel etkileri bakimindan
az kanit bulunmaktadir. Cavalcanti vd., 2021 yilinda bu konu hakkinda ¢ok fazla fare
iizerinde denemeler yapmigslardir. Tedavi edilen farelerde agrida azalma

gbzlemlemislerdir (Catak ve Atalay, 2022).

Sekil 1.1. Sideritis cinsinin diinyadaki yayilis1 (Oke, 2006).



1.4.Molekiiler Markirlar

Sistematik calismalar, gegmiste Aristo ile baslamis ve biiylik 6l¢iide morfolojik
karakterlere dayanmistir. Bu geleneksel yaklasimlar, gliniimiizde de bazi degisimlerle
kullanilmaktadir. Ancak, bir bitkinin tiir tanimlanmasinda sadece morfolojik verilerin
yeterli olmadig1 durumlar da mevcuttur. Bundan dolayi floraya diizenli olarak yeni tiirler
eklenmektedir. Canlilarin taksonomik olarak siniflanmasi i¢in tiirler arasindaki anatomik
ve morfolojik veriler yeterli olmamaktadir. Bunun yami sira tiirlerin yasadiklar1 farkli
ortamlar anatomik ve morfolojik degisimlere sebep olmaktadir. Bu degisimleri bertaraf
etmek lizere DNA testleri kullanilmaktadir. Canlilar arasindaki siniflandirma igin gelisen
molekiiler biyolojideki markir teknikleri ile siniflandirma ve genetik cesitlilik analizleri

daha giivenilir hale gelmistir (Yorgancilar vd. 2015; Cohen, 2014).

Polimeraz Zincir Reaksiyonu DNA igerisinde bulunan ve dizisi bilinen iki segment
arasindaki enzimatik bolgeyi ¢cogaltmak i¢in uygulanan isleme verilen ortak bir isimdir.
Molekiiler markir teknolojisi ilk olarak 1983 yilinda Karry Mullis ve arkadaslar
tarafindan Polimeraz Zincir Reaksiyonu teknolojisini gelistirmeleri ile baglamistir.
(Yorgancilar vd. 2015; Safak vd. 2024). Gegmisten giiniimiize yapilan DNA caligmalari
ve biyoteknoloji alanindaki ilerlemeler, geleneksel uygulamalarin yerini molekiiler
markir teknolojisine birakmistir (Soydemir ve Aksoy, 2017). Molekiiler markirlar,
DNA'daki polimorfik bdlgeleri saptayarak bitkilerin, hayvanlarin  ya da
mikroorganizmalarin genetik yapisint incelemek i¢in kullanilir. Molekiiler markirlar,
DNA boyutundaki polimorfizmi ortaya koymasindan kaynakli genetik caligmalarda
gittikce artan bir popiilariteye ulagsmustir. Bu popiilerlik, bitki 1slah1 ve sistematik
siniflandirma arastirmalar1 ile molekiiler bitki arastirma donemini baslatmistir

(Yorgancilar vd., 2015).

Genetik polimorfizm, bir popiilasyondaki ayn1 bolgede bulunan genetik kodun iki
ya da daha fazla farkli allel icermesi olarak tanimlanmakta. Bitkiler iizerinde bu
farkliliklar1 saptamak icin DNA markirlar1 dogru bir tercihtir, ¢iinkii bitkilerden DNA
izole etmek kolaydir (Temizkan ve Arda, 2021). DNA tabanli belirtecler, tehlike altindaki
ve nadir tiirlerin genetik cesitliliginin degerlendirilmesinde daha etkilidir. Molekiiler
belirteglerin baslica avantajlari, bitki materyalinin herhangi bir kii¢iik 6rneginin genetik

analizi i¢in kullanilabilmesidir (Salgotra ve Chauhan 2023).



1.4.1. Kloroplast DNA (cpDNA)

Kloroplast genomu, plastid organelinin bir birimidir. Yalnizca birkag protistalarda
ve bitkilerde vardir. Kloroplastin kendi DNA’s1 vardir (75-250 kb). Her bir bitki
hiicresinde 10-100 adet aras1 kloroplast genomu bulunur. Kozolaklar hari¢ bir¢ok bitkide
anaya ait kalitim gosterir (Delipoyraz, 2018). Bitki genetigi, molekiiler biyoloji ve bitki
filogenetigi arastirmalarinda yaygin olarak kullanilan cpDNA (Kloroplast DNA)’s1 bitki
genetigi arastirmalari icin tercih edilen bir genomdur. Kloroplast DNA (cpDNA) dizi
varyateleri, genis 0l¢iide angiosperm ve diger bitkiler arasinda interspesifik akrabaliklar
aragtirmaktadir. Bu nedenden dolay1 bircok bitki cinsinde molekiiler sistematik
analizlerde kullanilmaktadir (Taberlet vd. 1991; Tirktas vd. 2012). Kloroplast tipki
mitokondri gibi kendi genetik sistemlerine sahip olan bir organeldir (Efe, 2022).
Kloroplastlarin yapis1 prokaryotlara benzemektedir, kloroplastin igerisinde ribozomlar
vardir. Bu sebeple kloroplastta DNA replikasyonu gergeklesmekte ve yeni olusan DNA
zincirleri de yeni organele aktarilmaktadir (Yildirnm ve Kandemir, 2001). Kloroplast
DNA’s1 halkasal bir yapiya sahiptir. Yaklasik olarak 120 ayr1 gen vardir ve bunlarin
uzunluklar1 120-160 kb arasindadir (Sekil 1.2.). Tek bir kloroplast organeli ortalama
olarak 4000 protein igermektedir. 100’{ kloroplast genomu ile (Efe, 2022). Kloroplastin
en Onemli 6zelliklerinden biri ise, fotosentez yapan, birden fazla hiicresel metabolitleri
iireten ve bitkinin dis ortamindaki degisiklikleri saptayan bir organel olmasidir. Bu gibi
degisimlerin bitkilerdeki farkliliklar1 anlayabilmek i¢in gen ekspresyonlarini iyi analiz

etmek olduk¢a 6nem arz etmektedir (Zhang vd., 2020).

Filogenetik iliskilerin degerlendirilmesi, tiir cesitliligi tayini ve taksonomik
problemlerin ¢oziimii DNA barkodlama ile yapilabilmektedir. Bitki genetigi ve
filogenetik calismalarinda, kloroplast ve mitokondri DNA's1 siklikla arastirmacilar
tarafindan kullanilmaktadir. Bu genomlar, tiirlerin tanimlanmasinda korunmus bdlgeler
icermekte ve niikleotid degisimleri ile tiirler arasindaki farkliliklar1 ortaya
cikartabilmektedir. Bitkilerde kloroplast genomu, bu amaglar dogrultusunda en uygun
bolgelere sahip gibi goriinmektedir. Ancak, tiim bitki tiirlerini kapsayan evrensel bir DNA
barkod bolgesi hala tanimlanamamistir. Fakat bitki filogenetik ¢alismalarinda, ¢ekirdek
DNA ve kloroplast DNA's1 oldukc¢a kullanilmakta ve en giivenilir bolgeyi belirleyebilmek
i¢cin birden ¢ok teste tabi tutulmustur (Filiz ve Kog, 2012; Piredda vd. 2011; Akilabindu,
2019; Efe, 2022; Yilmaz, 2020). Onceki ¢alismalarda kloroplast genomuna sahip en sik



kullanilan bolgeler trnT-trnF, trnH-psbA, rbcL, atpB-rbcl, matK, trnK bolgeleridir. Bu
bolgeler tek veya cesitli bolgeler ile kombine edilerek arastirmalar yapilabilmektedir
(Efe, 2022). Kloroplast genomu, protein kodlayan, kodlama yapmayan ve intronlardan

olusan bolgelerden olugmaktadir (Clegg vd., 1994).

Fagopyrum dibotrys
chloroplast genome
159,919 bp

—_ i
l.cay

photosystem |
photosystem II
cytochrome b/f complex
ATP synthase

NADH dehydrogenase
RubisCO large subunit
RNA polymerase
ribosomal proteins (SSU)
ribosomal proteins (LSU)
clpP, matk

other genes

hypothctical chloroplast reading frames (yef)
transfer RNAs

ribosomal RNAs

%\’1

%
Sekil 1.2. Kloroplast genomu sematik gdosterimi (Wang vd., 2018)
1.4.1.1 Kloroplast Genomu rbcL. Gen Bolgesi

Kloroplast genomunun bir lokusu olan rbcL geni (Sekil 1.3.) filogenetik iliskiler
icin 6dnemli bir gen bolgesidir. Kloroplast genomu, organizmalarda énemli bir faktordiir.
Bu gen boélgesi kloroplast genomunda en iyi karakterize edilmis gen bolgesidir. Bu gen
bolgesi, genel olarak fotosentez yapabilen organizmalarin kloroplastlarinda bulunur. rbcL

geni, genetik benzerlik ya da farkliliklart verir. 476 amino asitden olusan RuBisCo

8



enziminin (Ribuloz-1,5-bifosfat karboksilaz/oksigenaz) biiyiik alt birimini kodlar. »bcL
geni intron igermez ve 1428 b¢ uzunlugundadir. »bcL gen bolgesini diger kloroplast
barkod genleri ile kiyaslandiginda rbcL geninin mutasyon frekansi diisiik kalmaktadir.
rbcL dizisi yavas evrimlesir ve bu lokus c¢icekli bitkilerde plastid genleri arasinda en
disiik ¢esitlilige sahiptir. NCBI veri tabaninda bulunan 50000'den fazla dizi ile
filogenetik arastirmalarda yaygin olarak kullanilmaktadir. (Freeman vd. 2010; Tatlises ve

Hasangebi, 2020; Fazekas vd. 2008).

—— 2126-bp ——+1238-bp—
B CNcS B BB B

[ | |
atpB | P rbcL >TY accD

rbcL
= 5UTR — 330A

Sekil 1.3. cpDNA rbcL bolgelerinin gosterimi (Whitney ve Andrews, 2001)

1.4.1.2. Kloroplast Genomu matK Gen Bolgesi

Kloroplast genomu olan mafK bdélgesi (Sekil 1.4.), bitkilerde en fazla c¢esitlilik
gostermekte olan plastid genomundaki kodlama bolgelerinden birisidir (Hilu ve Liang,
1997). PCR tepkimelerinde matK bolgesinin mevcut olan primer setleri ile etkili bir
cogaltimi yapilamamasi buna ragmen rbcL. gen bolgesinde orta diizeyde ayirici giice
sahipligi olmasina karsin birgok kara bitkilerinde ¢ogaltimi ve dizilenmesi daha kolay
oldugu bilinmektedir. rbcL barkodunun uzunlugu 599 niikleotid uzunlugundadir.

matK’nin ise uzunlugu yaklasik 841 niikleotid uzunlugundadir (Filiz ve Kog, 2012).



i\
|
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—
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Vt-1516-marK-R
‘—

matKR
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|

trnK gene

trnK 3'-exon

Sekil 1.4. cpDNA matK bolgesi (Phoolcharoen ve Sukrong, 2013).
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2. KAYNAK OZETLERI

Gegmis yillarda farklt markirlar kullanilarak Sideritis tiirlerinin filogenetigi ile
ilgili ¢alismalar mevcuttur. Goren (2011), Tiirkiye’de yayilis gosteren Sideritis cinsinin
tek yillik tasonlarmin ¢ekirdek DNA, ntDNA (ITS) ve kloroplast DNA ¢cpDNA (trnL-F
ve ndhF) gen bolgelerinin ¢ogaltilmasi amaglanmugtir. Tiirkiye’deki tek yillik Sideritis
tiirlerinin DNA dizi analizleri yapilmis ve Sideritis taksonlarinin filogenetik iligkileri
netlestirilmistir. Sonuglart PAUP 4.0 programi ile filogenetik agac olusturmak igin
kullanilmistir. Kullanilan her bitki 6rnegi i¢in trnL-F ve ndhF ve ITS boélgelerine ait DNA
dizileri maksimum parsimoni prensibi altinda Branch- and- Bound ile yapilmistir.
Genetik uzaklik agaglar1 da NJ ve UPGMA dendogrami ile elde edilmistir. ITS bdlgesine
gore olusturulan agaglarin ndhF ve trnL-F bolgelerine gore olusturulmus agaglardan
sistematik bakimdan morfolojik olarak kiyaslandiginda daha kullanigh oldugu fark
etmistir. Sonug olarak, Tiirkiye’deki tek yillik Sideritis L. Tiirleri monofiletik sonug verip,

Sideritis curvidens ve Sideritis romana ise ayr tiirler olarak belirlenmistir.

Tez, (2011) yilinda, {ilkemizdeki tek yillik Sideritis L. tiirlerinden Empedoclia
seksiyonuna ait taksonlarin filogenetik analizini yapmistir. Caligmada ITS nrDNA
(cekirdek DNA) gen bolgesi kullanilmistir. Canli bitki Orneklerinden izole edilen
gDNA’larin ITS Gen bolgeleri ITS4- ITSS primerleri ile PCR’la ¢ogaltilmistir. Analiz
sonucu elde edilen ITS bolgesinin DNA dizilerinin igslenmesi i¢in Sequencher 4.10.1
programi kullanilmigtir. Dizilerin hizalanmasi i¢in Clustal W programi ve filogenetik agac
olusturmak i¢in ise Paup 4.0b10 programi kullanilmistir. Calismanin sonucunda
Empedoclia seksiyonu, dis gruptan ve Hesiodia seksiyonundan ayrilmistir. Ek olarak

Empedoclia seksiyonu ise 3 kladdan olustugunu tespit etmistir.

Paschalidis vd., (2024), Sideritis syriaca subsp. syriaca tiirlinlin genetik
krakterizasyonu ve DNA barkod analizini 7 adet kloroplast DNA bdlgesi ile
belirlemislerdir. 15 adet Sideritis tiirii kullanilarak olusturduklar1 »bcL ve trnL/trnF
filogenetik agacin da Sideritis syriaca subsp. syriaca tirinli Sideritis scardica, Sideritis
euboea, Sideritis romana, Sideritis montana ve Sideritis hyssopifolia tiirleri ile bir arada

tespit etmislerdir.
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Yildirirm vd., (2024) yilinda ISSR teknigi ile endemik bir tiir olan Sideritis
gulendamii genetik c¢esitlilik ve popiilasyon yapisinin analizini yapmislardir. Calismada
10 adet ISSR primeri kullanilmistir. 7 popiilasyondan 157 birey iistiinde ISSR (basit dizi
tekrar1) teknigi ile tiir ve popiilasyonlarin genetik cesitliligi belirlenmistir. Tiir diizeyinin
goreceli olarak yiiksek (H= 0,189, 1=0,298), popiilasyon diizeyinde ise diisiik (H=0,150,
1=0,231) oldugu gozlemlenmistir. Molekiiler varyans analizi (AMOVA) kullanilarak

poplilasyonlar i¢indeki toplam genetik ¢esitlilik oran1 %76 olarak belirlenmistir.

Cinar, (2010) yilinda, Sideritis cinsine ait Antalya ilinden 17 takson ve 34 bolgeden
toplanan DNA dizi analizi yontemi ile genetik iliskilerinin belirlenmesi i¢in bir ¢calisma
yapmistir. DNA analizi i¢in yapraklardan 6rnekler izole edilmistir. DNA dizi analizleri
icin kullanilan primerler ise kloroplast (##nT ve #rnL) ve niiklear ribozomal gen (5.8
S)’dir. Bu gen bolgeleri sekanslanmistir ve tiirler arasi iligkileri analiz edilmistir. Sekans
verilerine gore frnT ve frnL primerleri ile seksiyon seviyesinde basarili bir ayirim
gerceklesmistir. Ancak tiirler arasindaki ayirimda basarili sonuglanmamistir. Bu
nedenden dolay1 Sideritis tiirlerinde taksonomik sorunlarin ¢dziimlenmesine yonelik
olarak daha kesin verilerin elde edilmesi i¢in daha fazla miktarda primerler ile calismalar

yaparak cok daha fazla gen bolgelerinin karsilastirilmasi gerektigi sonucuna varilmustir.

Diindar vd., (2013), nrDNA ITS sekans analizi ile Stachys ve Sideritis tiirlerinin
filogenetik iligkisini belirlemislerdir. Calismalarinda Sideritis syriaca, Sideritis scardica,
Sideritis athoa, Sideritis montana, Stachys iberica, Stachys viscosa, Stachys
lavandulifolia, Stachys diversifolia, Stachys mardinensis, Sideritis montana ve Stachys

bombycina tiirlerini bir arada tespit etmislerdir.

Sevindik, (2019), rbcL protein dizilerinin kullanarak bazi Sideritis tiirlerinin
kargilagtirmali biyonformatik ve filogenetik analizini gergeklestirmistir. Filogenetik
analizlerde kullanilan Sideritis tiirleri 4 grupta toplanmistir. Tiirler aras1 genetik uzaklik
matrisini 0.000 ile 0.024 arasinda tespit etmistir. Calisma sonucu, gelecekte rbcL veya
diger proteinler iizerinde yapilacak biyoteknoloji ve biyoenformatik analizler i¢in yararh

bir kaynak olacagini ortaya koymustur.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Bitkisel Materyaller / Ornekler

Bu tez icin, 6’s1 endemik 7 adet Sideritis 6rnekleri Mersin ilimizin Anamur il¢esinden

toplanmistir. Calismada kullanilan 7 adet Sideritis tiirleri Cizelge 3.1.’de verilmistir.

Cizelge 3.1. Mersin ilinden toplanan endemik Sideritis 6rnekleri

1. Sideritis brevidens P.H. Davis

2. Sideritis congesta P.H.Davis ve Hub.-Mor.

3. Sideritis erythrantha var. cedretorum (P.H.Davis) H.Duman

4. Sideritis libanotica subsp. violascens (1) (P.H.Davis) P.H.Davis
3. Sideritis libanotica subsp. violascens (2) (P.H.Davis) P.H.Davis
6. Sideritis rubriflora Hub.-Mor.

7. Sideritis vuralii H.Duman & Baser

3.2. Genomik DNA Izolasyonunda Kullanilan Kimyasallar

Bitki materyallerine ait genomik DNA GeneMark Plant Genomic DNA Purification
Kit (Katolog numarasi: DP022) ile izole edilmistir.

Kitteki sollisyonlar sunlardir:
¢ Extraction Solution A
¢ Binding Solution-Etanol
e RNase A Solution
e Wash Solution
e Precipitation Solution

e Elution Solution
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3.3. Bitki Ornekleri ve Genomik DNA izolasyonu

Calismanin materyalini olusturan Sideritis L. Ornekleri Mersin ilinden temin
edilmistir. Sideritis tirleri laboratuvar ortaminda bir parcasi genomik DNA’nin
izolasyonu i¢in kullanilmustir, bir kismi ise herbaryum 6rnegi olacak hale getirilmistir.
Genomik DNA’nmn izolasyonu igin GeneMark Genomik DNA izolasyon Kit’i

kullanilmastir.
Bu DNA izolasyonunda;

1- Bitki metaryali 0.4 grami havan ile toz formatina gelene kadar ezilmistir. Toz haline

gelen materyali 1.5 ml“lik mikrosantrifiij tlipline aktarilmistir.

2-1.5’luk mikrosantrifiije aktardigimiz bitki metaryelinin iizerine 360 pl. Extraction
Solution A daha sonra 40 uLL Extraction Solution B ve 4 uL RNase A solution eklenip

5-10 saniye vortexlenmistir.

3- Vortekxten sonra 20 dk su banyosunda 65 °C’de bekletilmistir. Su banyosundan sonra

Precipitation Solution’dan 130 puL eklenmistir.
4- Tiipii 2- 3 kere ters-yiiz ederek karistirllmistir. Ardindan 5 dk buzda inkiibe edilmistir.
5- Oda sicakliginda 14.000 x g devirde 5 dk santrifiijlenmistir.

6- 2 ml’lik Collection Tube + Spin-Filter konulmus tiipe siipernatant aktarilmistir ve 2 dk

en yuksek devirde santrifiijlenmistir.

7- Filtrate’1 yeni bir 1.5 ml’lik mikrosantrifiij tiipiine konulmustur. Uzerine 300 pL

Binding Solution-Ethanol ilave edilmistir ve pipetaj yapilip karistirtlmigtr.

8- Karigimdan 650 pL kadar alinip, Spin-Colunum + Collection tupe’a aktarilmistir ve 1
dk 14.000 x g devirde santrifiijlenmistir ve filtrate atilmistir. Santrifiijden sonra 500
uL Wash Solution ilave edilerek, etanol kalintilarinda uzaklastirmak igin en yiiksek

devirde 5 dk santrifiijlenmistir.
9- Santrifiijden sonra Spin-Colunum’u yeni bir mikrosantrifiij tiipiine transfer edilmistir.

10- 60 °C derecede 1 dk kadar isitilan yaklasik 100-200 pL Elution Solution Spin-
Colonum’a ilave edilmistir ve 1 dakika bekletilmistir. En yiiksek hizda 1 dk DNA’ nin
eldesi igin santrifiij yapilmustir. Islem sonunda elde edilen DNA -20 °C’de

saklanmstir.
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3.4. Calismada Kullanmilan Primerler

Calismada kullanilan primerler baska arastirmacilar tarafindan daha Once
gelistirilmis ve sistematik arastirmalarda kullanilan primerler kullanilmistir. Bu primer

listesi Cizelge 3.2 ‘de verilmistir.

Cizelge 3.2. Calismada kullanilan primerler

Calismada Kullanilan Primerler ve Referanslari
rbcLa-F 5’ATGTCACCACAAACAGAGACTAAAGC’3 (Levin vd., 2003)
rbcLa-R 5’CTTCTGCTACAAATAAGAATCGATCTC’3 ( Kress ve Erickson, 2007)
matK 472 .F 5> TCTAGCACACGAAAGTCGAAG T’3 (Yuvd., 2011)
matK1248 R 5> CGATCTATTCATTCAATATTC’3 (Yuvd., 2011)

3.5. Polimeraz Zincir Reaksiyonu Islemi

PCR uygulamalar1 Termocycler Gradient cihazi tarafindan gerceklestirilmistir.
PCR reaksiyonu i¢in hazir mix kullanilmistir. PCR tiiptine 2 pLL. genomik DNA, 1.0 puL
primerler (forward ve reverse), 12.5 uL master mix ve 8.5 uL dH20 ile amplifikasyon
gerceklestirilmistir. PCR programlarinda kullanilan referans bazi makaleler mevcuttur.
Bu makalelerin temel alinmasi yapilan ¢aligmalarda kullanilan primerlerin sicaklik Tm
degerlerine elverigli olacak sekilde her biri i¢in tek tek olusturulmustur. rbcL primerleri
icin uygulanan PCR programi Cizelge 3.3.’te, mafK primerleri i¢in uygulanan PCR

programi ise Cizelge 3.4.’te verilmistir.

3.5.1. rbcL Primerleri i¢in Uygulanan PCR Program

Cizelge 3.3. cpDNA rbcL primerleri i¢in uygulanan PCR programi

Basamak Sicakhik Zaman Devir Sayisi
On Isitma -On Denatiirasyon 95 °C 4 dakika 1
1. Basamak -Denatiirasyon 94 °C 30 saniye 35
2. Basamak -Primer Baglanmasi 52°C 30 saniye 35
3. Basamak -Uzama 72 °C 2 dakika 35
4. Basamak -Son Uzama Safhasi 72 °C 10 dakika 1
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3.5.2. mafK Primerleri i¢in Uygulanan PCR Programi

Cizelge.3.4. cpDNA matK primerleri i¢in uygulanan PCR programi

Basamak
On Isitma -On Denatiirasyon 95 °C
1. Basamak -Denatiirasyon 95 °C
2. Basamak -Primer Baglanmasi 51°C
3. Basamak -Uzama 68 °C
4. Basamak -Son Uzama Safhasi 68 °C

3.6. Agaroz Jel Elektroferizi

Sicakhk

Zaman
1 dakika
30 saniye
30 saniye
1 dakika
8 dakika

Devir Sayisi
1
35
35
35
1

PCR isleminden sonra agoroz jel elektroforezi yapilmistir. Elektroforezde, 0,75 gr

agaroz ile 75 ml 1 X TBE (Tris Borik EDTA) tamponu karistirilmis ve mikrodalgada

homojen hale getirilmistir. Karisim homojenlestikten sonra tizerine 1,5 pl EtBr (Etidyum

Bromiir) ilave edilmistir. Daha sonrasinda jeli tanka dokmeden hemen 6nce 14 kuyucuklu

taraklar kaliba takilmistir ve homojen hale gelmis jel kaliba aktarilmistir. Jel 30-35 dakika

katilagsmaya birakilmigtir. Jel katilastiktan sonra tarak c¢ikartilip jel tanka aktarilmustir.

Yiikleme islemi i¢cin PCR elde edilen iiriinlerinden hepsinden 5pul alinmig ve 1 pl loading

dye ile birlestirilmistir. Elde edilen karisimlar, kuyucuklara mikropipet yardimi ile

yuklenmistir. Baza sahip biiyiikligli gérebilmek amaciyla baslangictaki kuyucuga 3 pl

DNA Ladder yiiklenmistir. Elektroforez islemi 45 dakika boyunca 100 volt elektrik akimi1

ile ytlriitilmiistiir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Dizileme Reaksiyonu

Bu tezde Sideritis tiirlerinin degerlendirilmesi igin rbcL ve matK primerleri
kullanilmistir ve gogaltilan bdlgelerin DNA dizi analizi yapmak amaciyla TRIOGEN
(Istanbul/ Tiirkiye) firmasi tarafindan hizmet alimustir. ABI prism formatinda tarafimiza
ulastirilmistir. Analiz sonuglarmin islenmesi i¢cin Sequencher 5.4

(https://sequencher.software.informer.com/) programi kullanilarak uygunluk dizileri

olusturulmustur. Microsoft Office Word programina kopyalanan olusturulan uygunluk
dizileri FASTA formatina getirilmis ve dizi hizalamasi i¢in uygun hale getirilmistir. Dizi

hizalamasi i¢cin MEGA 6.0 (Tamura vd., 2013) programindan yararlanilmistir.

4.2. Dizilerin islenmesi

Sequencher 5.4 programi vasitasiyla her bir tiir i¢in forward ve reverse primerleri
islenmistir. Yanlis okuma olan kisimlar temiz olan piklere bakilarak diizenlenmis ve
kontikler olusturulmustur. Bu sayede bitki 6érneklerimizin matK ve rbcL bolgelerine ait

dizilerimiz elde edilmistir (Sekil 4.1 ve Sekil 4.2).

=8 =1

Sekil 4.1. Sequencher 5.4 programinda kullanilan mafK DNA dizilerinin gosterimi
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Sekil 4.2. Sequencher 5.4 programinda kullanilan rbcLL DNA dizilerinin gosterimi

4.3. Dizi Hizalamasi

Mevcut dizilerin hizalanmasi amaciyla FASTA formatina sahip MEGA 6.0
programi kullanilmigtir. Ortaya konan DNA dizileri Microsoft Office Word programi
yardimiyla FASTA formatina ¢evrilmis ve hizalamaya uygun bir hale getirilmistir. DNA
baz siralart MEGA 6.0 programinda hizalanan diziler National Center for Biotechnology

Information (NCBI) veri tabaninda BLAST (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi)

yapilarak yapmis oldugumuz islemin dogrulugu yiizdelik degerler ile dogrulugu tespit

edilmistir.

4.4. Filogenetik Analiz

FASTA Formatina doniistiiriilen DNA dizileri, MEGA 6.0 programt ile filogenetik
agac ve tilirler arasindaki akrabalik iligkileri neighbor-joining (NJ) (Saitou ve Nei, 1987)
metodu ile filogenetik agaclar olusturulmustur. Verilen gruplar i¢in destek derecesini
degerlendirmek amaciyla bir bootstrap analizi (1.000 tekrar) uygulanmistir (Felsenstein,
1985). Ayrica MEGA 6.0 programi kullanilarak tiirler arasindaki genetik uzaklik matrisi

ve niikleotid kompozisyonu olusturulmustur.
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4.5. DNA izolasyonu ve PCR Sonuclar

Sideritis orneklerinin DNA izolasyonunu yapmak i¢in GeneMark DNA izolasyon
kiti kullanilmigtir. PCR ile rbcL ve matK gen bolgeleri ¢cogaltilmis olup elde edilen bant
goriintiileri, Sekil 4.3. ve Sekil 4.4.”de gosterilmistir.

Kuyucuklardaki orneklerin isimleri ise sirastyla; ilk olarak GeneRuler (M), 1)
Sideritis brevidens, 2) Sideritis congesta, 3) Sideritis erythrantha var. Cedretorum, 4)
Sideritis libanotica subsp. violascens (1), 5) Sideritis libanotica subsp. violascens (2), 6)

Sideritis rubriflora,7) Sideritis vuralii’ dir.

6 5 F 5 2 I AT

600bg

Sekil 4.3. Sideritis tiirlerinin rbcL bolgesine ait jel goriintiisii
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O S F 5 2 I N7

50bg

Sekil 4.4. Sideritis tiirlerinin matK bdlgesine ait jel goriintiisii

4.6. Sideritis Tiirlerinin Niikleotit Kompozisyonu, Genetik Uzakhik Matrisi

Sideritis tiirlerine ait rbcL sekans sonuglari sonucunda niikleotit kompozisyonu
Cizelge 4.1.de, genetik uzaklik matrisleri Cizelge 4.2°de, Sideritis tirlerine ait marK
sekans sonuclar1 sonucunda niikleotit kompozisyonu Cizelge 4.3’te, genetik uzaklik

matrisleri Cizelge 4.4’te verilmistir.

Cizelge 4.1. Sideritis tiirlerine ait vbcL bolgesinin niikleotit baz igerikleri

Tiirler TU) % | C% A% G% | TOPLAM
bp
Sideritis brevidens 28,4 21,0 27,8 22,8 539,0
Sideritis congesta 28,1 20,8 28,1 23,0 548,0
Sideritis erythrantha var. cedretorum 28,2 21,0 27,8 23,0 543,0
Sideritis libanotica subsp. violascens (1) 28,1 21,0 27,7 232 534,0
Sideritis libanotica subsp. violascens (2) 28,1 21,4 27,7 22,9 5240
Sideritis rubriflora 27,6 27,6 28,0 23,1 540,0
Sideritis vuralii 27,9 27,9 27,5 22,9 523,0
Ortalama 28,0 28,0 27,8 23,0 535,9

Cizelge 4.2. Sideritis tiirlerine ait rbcL bolgesinin genetik uzaklik matrisi

Sideritis brevidens -

Sideritis congesta 0,000
Sideritis erythrantha var. cedretorum 0,000 | 0,000
Sideritis libanotica subsp. violascens (1) 0,000 | 0,000 | 0,000
Sideritis libanotica subsp. violascens (2) 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000
Sideritis rubriflora 0,002 | 0,002 | 0,002 | 0,002 | 0,002
Sideritis vuralii 0,002 | 0,002 | 0,002 | 0,002 | 0,002 | 0,002
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Cizelge 4.3. Sideritis tiirlerine ait matK bolgesinin niikleotit i¢erikleri

Tiirler TU)% C% A% G% | TOPLAM
bp
Sideritis brevidens 36,8 18,1 28,6 16,4 761,0
Sideritis congesta 36,8 18,5 28,5 16,2 758,0
Sideritis erythrantha var. cedretorum 36,5 18,3 28,8 16,4 737,0
Sideritis libanotica subsp. violascens (1) 36,6 18,4 28,7 16,3 738,0
Sideritis libanotica subsp. violascens (2) 36,7 18,3 28,7 16,3 731,0
Sideritis rubriflora 36,9 18,1 29,7 15,4 586,0
Sideritis vuralii 36,6 18,3 28,7 16,4 738.,0
Ortalama 36,7 18,3 28,8 16,2 721,3

Cizelge 4.4. Sideritis tiirlerine ait matK bolgesinin genetik uzaklik matrisi

Sideritis brevidens -
Sideritis congesta 0,007
Sideritis erythrantha var. cedretorum 0,002 | 0,005
Sideritis libanotica subsp. violascens (1) 0,002 | 0,005 | 0,000
Sideritis libanotica subsp. violascens (2) 0,002 | 0,005 | 0,000 | 0,000
Sideritis rubriflora 0,014 | 0,017 | 0,012 | 0,012 | 0,012
Sideritis vuralii 0,002 | 0,005 | 0,000 [ 0,000 | 0,000 0,012

4.7. Kloroplast rbcL Analizi

Sideritis tiirlerine ait filogenetik agac Sekil 4.6-A’da gosterilmistir. Ayrica
NCBI’dan alinan baz1 Sideritis tiirleri ile olusturulan filogenetik agac ise Sekil 4.6-B’de
gosterilmistir. Sideritis tiirlerine ait rbcL bolgesinin baz igerikleri, Cizelge 4.1°de
gosterilmistir. Sideritis tiirlerine ait bcL bolgesinin baz igerikleri incelendiginde; en fazla
baz uzunlugu Sideritis congesta tiriinde 548,0 bp (baz ¢ifti) uzunlugundadir. En az baz
uzunlugu ise Sideritis vuralii tiirlindedir ve baz uzunlugu ise 523,0” dir. Adenin + Timin
baz oraninin en fazla oldugu tiir %56,2 oraninda Sideritis brevidens ve Sideritis congesta’
dir. Adenin + Timin baz oranmin en az oldugu tiir ise %55,4 oraninda Sideritis vuralii
‘dir. Guanin + Sitozin bazinin en ¢ok oldugu tiir %50,8 orani ile Sideritis vuralii oldugu
tespit edilmistir. En az oran olan baz ise %43,8 orani ile Sideritis brevidens ve Sideritis
congesta oldugu belirlenmistir. Tiirler arasindaki genetik uzaklik matrisi MEGA 6.0
programu ile gerceklestirilmistir. Birbirine en yakin mesafede olan tiirlerin degeri 0.00
iken, birbirine en uzak mesafede olan tiirlerin degeri ise 0,002 olarak tespit edilmistir

(Cizelge 4.2).
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4.8. Kloroplast marK Analizi

Sideritis tiirlerinin matK sekans verilerinin niikleotid kompozisyonu Cizelge 4.3 ‘de
gosterilmistir. Genetik uzaklik matrisi ise Cizelge 4.4de gosterilmistir. Sideritis tiirlerine
ait filogenetik agac Sekil 4.5-A ‘da gosterilmistir. Ayrica NCBI’dan alinan bazi Sideritis
tiirleri ile olusturulan filogenetik agac ise Sekil 4.5-B’de gosterilmistir. Sideritis tiirlerine
ait matK bolgesinin baz igerikleri incelendiginde; en fazla baz uzunlugu Sideritis
brevidens tiiriinde 761,0 bp (baz ¢ifti) uzunlugundadir. En az baz uzunlugu ise Sideritis
rubriflora tiriindedir ve baz uzunlugu ise 586,0 bp’ dir. Adenin + Timin baz oraninin en
fazla oldugu tiir %66,6 oraninda Sideritis’ dir. Adenin + Timin baz oraninin en az oldugu
tiir ise %65,3 oraninda Sideritis congesta, Sideritis erythrantha var. cedretorum, Sideritis
libanotica subsp. violascens ve Sideritis vuralii ‘dir. Guanin + Sitozin bazinin en ¢ok
oldugu tiir %34,7 oram ile Sideritis congesta, Sideritis erythrantha var. cedretorum,
Sideritis libanotica subsp. violascens ve Sideritis vuralii oldugu tespit edilmistir. En az
oran olan baz ise %33,5 orami ile Sideritis rubriflora oldugu belirlenmistir. Tirler
arasindaki genetik uzaklik matrisi MEGA 6.0 programi ile gerceklestirilmistir. Birbirine
en yakin mesafede olan tiirlerin degeri 0.00 iken, birbirine en uzak mesafede olan tiirlerin

degeri ise 0,017 olarak tespit edilmistir (Cizelge 4.4).

4.9. Kloroplast matK ve rbcL Bolgelerinin Filogenetik Analizleri

Kloroplast matK sekanslar1 kullanilarak olusturulan NJ filogenetik agacinda
Marrubium vulgare dis grup olarak kullanilmigtir. NJ agacinda Sideritis tlirlerinin ayrimi
gerceklesmemistir. Bununla birlikte NCBI’dan alinan Stachys, Lamium, Salvia, Nepeta,
Satureja, Marrubium tiirleri ile bizim Sideritis tlirleri kullanilarak olusturulan NJ agaci
iki biiyiik gruptan olusmustur. i1k grup icinde Sideritis tiirleri %99 bootstrap degeri ile bir
arada ¢cikmustir. Bu alt grup icinde Stachys tiirleri Sideritis tiirleri ile yakinlik gostermistir.
Alt grup 2’de Marrubium vulgare, Lamium purpureum ve Lamium amplexicaule
tiirlerinden olusmus olup, bu grup %72 bootstrap degeri ile desteklenmistir. Grup 2
icinde, Salvia pyrenaica, Salvia nemerosa, Salvia sclarea ve Salvia officinalis tiirleri
%100 bootstrap degeri ile monofiletik bir alt grup olusturmuslardir. Nepeta italica ve
Nepeta micrantha bir grup, Satureja hortensis ve Satureja montana bir grup

olusturmuslardir (Sekil 4.5. B).
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Kloroplast rbcL. sekans analizi olusturulan NJ filogenetik agacinda Sideritis
rubriflora ve Sideritis vuralii bir arada ¢ikmis olup % 66 bootstrap degeri almistir.
Sideritis congesta, Sideritis brevidens, Sideritis eryhrantha var. cedretorum, Sideritis
libanotica subsp. vioalescens tiirleri arasindaki iliski politomi ¢ikmistir. Bununla birlikte
NCBI’dan alinan Stachys, Lamium, Salvia, Nepeta, Satureja, Marrubium tirleri ile bizim
Sideritis tiirleri kullanilarak olusturulan NJ agac1 iki biliyiik gruptan olusmustur. Grup 1
icinde, Sideritis tiirleri Stachys tiirleri ile bir arada ¢ikmis olup, %7611k bootsrapt degeri
ile desteklenmistir. Grup 1 i¢inde, Marrubium vulgare, Lamium purpureum ve Lamium
amplexicaule tiirlerinden olusmus olup, bu grup %84 bootstrap degeri ile desteklenmistir.
Grup 2 icinde, Nepeta italica ve Nepeta micrantha bir grup, Satureja hortensis ve
Satureja montana bir grup, Salvia pyrenaica, Salvia nemerosa, Salvia sclarea ve Salvia
officinalis tiirleri bir grup olusturmuslardir (Sekil 4.6. B). matK sekanslari ile olusturulan

filogenetik sonuglar rbcL sonuglari ile uyumlu ¢ikmustir.
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Sekil 4.6. A) Sideritis Tiirlerinin rbcL Bolgesi Analizine Dayali NJ Agaci1 B) NCBI’dan
alman Stachys, Lamium, Salvia, Nepeta, Satureja, Marrubium tirleri ile Sideritis

Tiirleri Kullanilarak Olusturulan NJ Agaci

DNA dizisi verilerinin kullanilmasi, ¢esitli taksonomik kategorilerin tanimlamasini
saglar. Bitkilerdeki filogenetik iliskileri degerlendirmek icin niikleer (nDNA), kloroplast
(cpDNA) ve mitokondriyal (mtDNA) DNA dizileri kullanilarak ¢ok sayida ¢aligmalar
yapilmistir (Altunoglu vd., 2021). Kloroplast genomu, ¢ekirdek genomundan oldukga
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kiiciiktiir. Buna ragmen kloroplastlar, fotosentez, karbon ve nitrojenin sabitlenmesi ve
nisasta, pigmentler, yag asitleri ve amino asitlerin olusumu gibi siire¢lerde yer alan temel
proteinlerin kodlanmasindan sorumludur (Daniell vd., 2016). Bir¢ok kapali tohumlularin
kloroplast genomlari, ortalama boyutlar1 115 ila 165 kb arasinda olan ¢ok dallt dogrusal
yapilara sahiptir (Li vd., 2024). Gegmiste Sideritis tiirlerinin kloroplast gen bolgeleri
kullanilarak filogenetik iliski ve DNA barkod analizleri yapilmistir (Barber vd. 2007;
Tezcan vd. 2010; Bendiksby vd. 2011; Salmaki vd. 2013; Aneva vd. 2022; Barber vd.
2002; Totmaj ve Salmaki, 2022). Tez (2011), Tiirkiyede ki Sideritis tiirlerinin filogenetik
analizini ntDNA ITS sekanslar1 ile belirlemistir. Calismasinda, Sideritis rubriflora,
Sideritis eryhrantha var. cedretorum, Sideritis brevidens tiirlerini bir klad i¢inde, Sideritis
congesta, Sideritis vuralii tiirlerini bir klad iginde tespit etmislerdir. ITS sekans
sonuglarinda ¢ok yillik Sideritis taksonlar, tek yillik Sideritis taksonlarindan ayrilmistir.
Cinar (2010), Antalya ilinde yayilis gosteren Sideritis tiirlerinin genetik iliskilerini trnT-
trnL ve niiklear ribozomal gen (5.8 S) sekanslar ile belirlemistir. Kloroplast trnL, trnT
ve niiklear ribozomal (5.8 S) gen bolgesine dayali maximum parsimony analizi sonucu
elde edilen dendogramlar da Siderits congesta, Sideritis libanotica subsp. violascens ve
Sideritis erythrantha var. cedretorum tiirlerini biiyiik bir grup icinde bir arada tespit
etmistir. Topdemir vd. (2024), Bitlis ilindeki Lamiaceae taksonlarinin filogenetik
analizinde RAPD teknigini kullanmislardir. RAPD analizleri sonucu olusturduklari
UPGMA dendrograminda Sideritis vulcanica tirinii Stachys tiirleri ile bir arada tespit
etmislerdir. Tezcan vd. (2010), endemik Sideritis trojana tiiriinlin DNA barkod analizini
kloroplast trnH-psbA ve matK sekanslari ile belirlemislerdir. Calisma sonuglarinda,
hizalama ve aga¢ olusturma kolayligi nedeniyle marK' bdlgesinin DNA barkodlama
caligmasi i¢in daha uygun oldugu ortaya koymuslardir. marK genellikle tiirleri ayirt etmek
i¢cin yeterli oldugunu onermislerdir. Bendiksby vd. (2011), Lamiaceae familyasinin alt
familyasinin filogenetik analizini kloroplast matK, rps16, trnL intron ve trnL-F sekans
analizi ile belirlemislerdir. Calismalarinda, Sideritis hyssopifolia, Sideritis gomerae,
Sideritis dasygnaphala ve Sideritis macrostachys tirlerini Stachys tiirleri ile bir arada
tespit etmislerdir. Calismalarinda Sideritis ve Stachys tiirlerinin monofiletik olmadigin

ortaya koymuslardir.
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5. SONUC

Sonug olarak bu ¢alismada endemik bazi Sideritis tiirlerinin filogenetik analizi ve
DNA barkodlanmas1 kloroplast DNA’sinin #bcL ve matK sekanslart kullanilarak ortaya
cikartilmistir. matK sekans sonuglart Sideritis tiirlerinin ¢éziimlenmesinde pek verimli
olmamustir. ¥bcL sonuglarinda ise Sideritis rubriflora ve Sideritis vuralii tiirleri birbirine
yakin ¢ikmigtir. NCBI’dan alinan Lamiaceae familyasina ait diger tiirlerin sekanslari ile
elde edilen filogenetik agacta Sideritis tlrleri Stachys ile bir arada tespit edilmistir.
Gegmiste farkli markir ve DNA sekans temelli ¢alismalar ile bu durum uyumlu ¢ikmaistir.
Elde ettigimiz sonuglar gelecekte hem Sideritis hem de Lamiaceae familyasi ile ilgili

yapilacak filogenetik ve molekiiler markir ¢aligmalari i¢in yol gosterici olacaktir.
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