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OZET

Tiirkiye’de ozellikle Akdeniz bolgesinde yayihs gosteren Sideritis L.
(Labiatae=Lamiaceae) cinsi, 54 tiir ve tiir alti seviyede takson ile temsil
edilmektedir. Ulkemizde en cok dag cayr adiyla bilinmekte olan bu cinse ait
tiirler, halk ilac1 ve bitkisel cay olarak kullamilmaktadir. Cesitli arastirmalar
sonucu, bu cinse ait bazi tiirlerin ates diisiiriicii, antioksidatif, antimikrobiyal ve
antienflamatuar, antiiilser, antikatarak gibi oOzelliklere sahip oldugu tespit
edilmistir. Sideritis L. cinsinin taksonomisi zordur. Taksonomik calismalarda,
fenotipik analizlere bagh olarak yapilan calismalara ilave olarak molekiiler ve
biyokimyasal belirtecler de genis capta kullamlmaktadir. Bu calismada,
Tiirkiye Sideritis L.. (Lamiaceae) tiirlerinin 54 taksonuna ait 74 populasyonun
genetik uzakhigi SDS-PAGE yontemi ile belirlenmistir. Bu tiirlere yakin oldugu
diisiiniilen Stachys woronowii (Schischkin ex Grossh.) R. Mill tiirii de
arastirmada yer almistir. Nei’nin genetik uzaklik metodu UPGMA ile tiirler
karsilastirllarak dendrogram cikarilmistir. Protein sonuclar: ile morfolojik

sonuclarin uyumlu oldugu gozlenmistir.
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ABSTRACT

Sideritis L. (Labiatae=Lamiaceae) is a genus especially in Mediterranean region
of Turkey, represented with 54 species and infraspecific taxa. The species that
belong to this genus is mostly known as “Dag cayr” and widely used as herbal
tea or folk medicine in Turkey. As a result of so many research, some species of
Sideritis are found to have antipyretic, antioxidative, antimicrobial,
antiinflammatory, antiulcer, anticataract features. The taxonomy of Sideritis L.
genus is very diffucult. Some molecular and biochemical markers are used
widely beyond morphological features in taxonomic studies. In this study,
genetic distance between the 74 population that belong to 54 taxa of Turkish
Sideritis L. (Lamiaceae) were determined by SDS-PAGE method. Stachys
woronowii (Schischkin ex Grossh.) R. Mill species which is thought to be very
close to Sideritis L. genus is also included in the research. Dendrogram based on
Nei's genetic distance method UPGMA was used to compare the species. The
results of cluster analysis were in broad agreement with morphological

classifications of these species.
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1. GIRIS

Sideritis L. (Lamiaceae=Labiatae) cinsi, 6zellikle Akdeniz havzasinda olmak iizere
diinyada tek yillik ve ¢ok yillik yaklasik 150 tiir ile [1], Tiirkiye’de ise ozellikle
Akdeniz bolgesinde olmak iizere 41’1 endemik 54 tiir ve tiir alt1 seviyede takson ile
temsil edilmektedir [2-5]. Ulkemizde en cok dag cay1 adiyla bilinmekte olan bu cinse
ait tiirler halk ilaci ve bitkisel ¢ay olarak genis capta kullanilmaktadir. Cesitli
arastirmalar Sideritis L. tiirlerinin antioksidatif [6, 7], antimikrobiyal [8, 9],
antienflamatuar [10, 11], antipiretik [12, 13], antiiilser [12], antikatarak [14],
bagisiklik sistemini diizenleyici [15, 16], analjezik [17-19] gibi bir¢ok farmakolojik

0zelligini ortaya ¢ikarmustir.

Bugiine kadar, Sideritis L. cinsi iiyeleri ile ilgili bir¢cok sistematik calisma
yapilmigtir. Buna ragmen, Sideritis L. cinsinin siniflandirilmasinda taksonomik
acidan bazi problemler bulunmaktadir. Giiniimiizde bu tiir sistematik problemlerin
¢Oziimiinde molekiiler ¢aligmalarin onemli katkilar sagladigi bilinmektedir. Bitki
tiirlerinin morfolojik karakterlere dayanilarak yapilan taksonomik siniflandirmasi,
bitkinin yasina, fizyolojik durumuna ve cevresel faktorlere bagh olarak degisiklik
gostermekte ve bazen yetersiz kalmaktadir [20]. Ayrica, morfolojik o6zellikleri
birbirine yakin olan gruplar genetik olarak birbirinden ¢ok farkli da olabilmektedir.
Bu olumsuzluklar1 ortadan kaldirmak amaciyla gelistirilen molekiiler genetik
belirtecler bitkilerdeki genetik cesitliliginin ortaya konmasinda, bitki tiirleri
arasindaki taksonomik ve filogenetik iligkilerin dogru bir sekilde belirlenmesinde
basariyla kullanilmaktadir [21]. Proteinler genlerin dogrudan iiriinleri oldugu i¢in
protein analizleri de taksonomik calismalarda olduk¢a onem tasimaktadir. Ozellikle
tohum protein profilleri genetik homolojinin molekiiler seviyede arastirilmasinda,

taksonomik ve filogenetik problemlerin ¢6ziilmesinde kullanilan bir tekniktir [22].

Bu calismada, Tiirkiye Sideritis L. (Lamiaceae) tiirlerinin bir yeni tiir de dahil, tiir ve
tir alti seviyedeki toplam 54 taksonuna ait 74 populasyonun ve Sideritis cinsine
yakin oldugu diisiiniilen Stachys woronowii tiiriine ait 1 populasyonun tiirler aras1 ve

tiir ici genetik uzakliklarinin, Sodyum Dodesil Siilfat Poliakrilamit Jel Elektroforezi



(SDS-PAGE) yontemi ile belirlenerek akrabalik iligkisinin ortaya konmasi ve bu
cinsteki bazi taksonomik problemlerin ¢oziime kavusturulmasi amaclanmistir.
Ayrica, bu caligma ile Tiirkiye’de dogal olarak yetisen tiim Sideritis L. tiirlerinin

genetik akrabaligi protein analizleri ile ilk kez arastirilmistir.



2. GENEL BILGILER VE KAYNAK ARASTIRMASI

Canlilar arasindaki akrabaliklar inceleyen sistematik calismalarin esas amaci canlt
evreninin diizeni hakkinda gecerli olan genel sonuglara varilmasim saglamaktir.
Daha dogru ve kolay degerlendirilebilen bilgi birikimi i¢in bu tiir ¢calismalarin ¢ok

yonlii olarak yapilmasi 6nemlidir.

Ortaya cikan ii¢ 6nemli gelisme bu alanda koklii bir degisikligin nedeni olmustur. Bu
gelismelerin ilki ve en 6nemli olan1 Henning (1966)’in kladistik teorisidir. Diger bir
etken ise bilgisayar teknolojisindeki gelismelerdir. Bu gelismeler, evrimsel agaglari
kurmakta kullanilan orjinal metotlarin otesinde filogenetik teorinin gerektirdigi
objektif analize imkan saglamaktadir. Sonuncusu ve en yeni olani molekiiler
biyolojik devriminin ortaya ¢ikardigi kazanimlardir. Kalitmin molekiiler temelinin
ortaya cikarilmasiyla birlikte evrimsel calismalarda biyolojik makromolekiillerin
geleneksel sistematik alaninda bu kullanimi molekiiler sistematik adinda yeni bir
bilim dalinin dogmasina neden olmustur [23]. Tiirlerin gen havuzlarindaki varyasyon
miktarin1 ve dagilimini ¢alismak, evrimsel ve taksonomik sorulart arastirmak i¢in bu

alanda bircok teknik gelistirilmistir [24].

Taksonomik calismalarda kullanilan karakterler morfolojik, anatomik, embriyolojik,
davranigsal, ekolojik, biyocografik, jeolojik, kimyasal, sitogenetik, biyokimyasal,
molekiiler gibi cok ¢esitli olabilmektedir. Bununla birlikte, kalitilmayan cevresel
ozelliklerin agilarak doganin daha temel karakterlerinin ortaya ¢ikarilmasi agisindan
biyokimyasal ve molekiiler genetik belirtecler taksonomik caligmalarda oldukca

onem tasimaktadir.



2.1. Biyokimyasal Karakterler

Bitki sistematiginde protein kullanilarak yapilan ilk calismalardan biri sistematik
seroloji olmustur. Ozellikle 1950-1980 aras1 kiiciik bir grup tarafindan yapilan
serolojik calismalar, taksonomik acgidan bitki cesitliliginde asla biiyiik ¢apta
popiilariteye ulasamamistir. Antijen-antikor reaksiyonu icin olusturulan sistemler
icin gerekli is giicii ve maliyet, uygulanan metotlarla ilgili yapilan siirekli tartigmalar
ve onceki deneylerden elde edilen sonuglarin sonraki zamanlarda diger taksonlar i¢in
kullaniminin miimkiin olmamasi sistematik serolojinin sinirli kullaniminin nedenleri

olmustur [25].

Sistematik veriler olusturmak icin daha ¢ok izoenzimler, tohum proteinleri gibi
biyokimyasal belirtecler iizerine yogunlasilmistir [25]. Genetiksel ve biyokimyasal
olarak kontrol edilen bu degisimler incelenen her bir bireyin tek bir protein
bakimindan yapisini belirlemekte ve bu sayede populasyonlarin genetik cesitliligi ve
degisimleri hakkinda bilgi edinmemizi saglamaktadir [26]. Tiim diinyada kiiltiirii
yapilan tiir ve varyetelerin artan sayisi, giivenilir bitki cesitliliginin ayrimi igin
biyokimyasal islemlerin gelismesini saglamstir. Ozellikle HPLC, HPCE, SDS-
PAGE ve IEF-PAGE gibi yontemler hem monikotiledonlarin hem de

dikotiledonlarin tanimlanmasinda kullanilmustir [27].

Bitkilerde ekstraksiyon kaynagina gore, toplam protein ve izoenzim analizi seklinde
uygulama alanmi bulan bu belirtecler, genetik belirtegler alaninda saglanan gelismenin
temelini olusturmaktadir. Protein elektroforezi tiir tesbitinde polimorfik proteinleri
genetik belirte¢ olarak kullanmaktadir. Niikleotid diizeyinde meydana gelen kalict
degisimler proteinin net yiikiinde sekil ve biiyiikliiglinii etkilemekte ve protein

elektroforezi ile incelendiginde hareketlilikte farkliliga neden olmaktadir [28].

Enzim proteinleri: Enzim proteinleri alloenzim ve izoenzim olarak iki ana grupta
incelenir. Alloenzimler ayn1 genin farkli alelleri tarafindan meydana getirilmektedir.

[zoenzimler ise aymi kimyasal reaksiyonu katalize eden farkli lokuslarda bulunan



alellerin uriiniidiir [25]. 1959°da Markert ve Moller izozim kavramim ilk kez
tanimlayarak, izozimi aym enzimatik Ozellige sahip olan proteinlerdeki farkli
molekiiler formlar olarak belirtmislerdir [26]. zozimin bitkilerde ve hayvanlardaki
genetik cesitliligin ve gelisiminin anlasilmasindaki 6nemi 1960’larda fark edilmistir.
Ancak, izozim 1966 yilina kadar bitki biyokimyasi arastirmalarinda pek fazla

kullanilmamustir [29].

[zoenzim analizi diger yontemlerle karsilastirildiginda daha hizli ve ekonomik bir
yontem olmasina ragmen, deneyler icin taze materyale ihtiya¢c duyulmasi ve
polimorfizmleri tam olarak tespit edememesi nedeniyle kullanimi sinirhidir [30].
Ayrica, mevcut lokus belirteclerinin az sayida olmasi, seckin 1slah materyallerindeki
bu lokuslarda polimorfizm kayb1 ve bitki gelisiminin asamalarina bagl olarak olusan
bantlardaki degisiklerden dolay1 izoenzim analizleri bitki populasyonlarin yapisini

belirlemek i¢in yetersiz kalmaktadir [31].

Tohum depo proteinleri: Pek cok tiiriin tohum depo proteinleri molekiiler sistematik
calismalarinda 1960’lardan beri kullanilmaktadir. Tohum protein profilleri genetik
homolojinin molekiiler seviyede arastinlmasinda, taksonomik ve filogenetik

problemlerin ¢oziilmesinde kullanilan bir tekniktir [22].

Tohum proteinlerinin elektroforezlerinin geleneksel morfolojik yaklagimlara gore
avantaji, proteinlerin gelisme mevsimlerinden bagimsiz olmasi, bitkilerin
yetistirilmesine gerek olmamasi, materyalin tiim y1l boyunca elde edilebilir olmasi,
hizli analiz edilebilmesi, saklanmasindaki kolayliklar ve az miktarda Ornegin
yeterliligidir. Ayrica, yapilan calismalar tohumlarin gosterdikleri direncin ve
fizyolojik tohum faaliyetinin, denatiire olmus proteinlerin elektroforetik sonuclarini
etkilemedigini; yiiksek veya diisiikk direng goOsteren tohumlarin elektroforetik
sonuclarinin ayni oldugunu, kurumus tohumlarin bile incelenebildigini gostermistir

[27].



2.1.1. Sodyum dodesil siilfat poliakrilamit jel elektroforezi (SDS-PAGE)

Elektroforez, yiiklii proteinlerin ve DNA’nin elektriksel alandaki hareketine dayanan
bir islemdir. Bu islemde makromolekiilii hareket ettiren giic elektrik potansiyelidir.
Elektroforezde biiyiik ve asimetrik molekiiller yavas, kiiciikk molekiiller ise hizli

hareket etmektedir [32-36].

Proteinleri ayirmak ve karakterize etmekte kullanilan en yaygin teknik Poliakrilamit
Jel Elektroforezi (PAGE)’dir. Bu teknikte, poliakrilamit jeller akrilamit ve capraz
baglayic1 bisakrilamidin kopolimerizasyonu ile hazirlanmaktadir. Akrilamit ve
bisakrilamit yiizdelerinin degistirilmesiyle de cesitli por caplarinda jeller elde
edilebilmektedir. Amonyum persiilfattan olusan serbest radikaller (R’)
polimerizasyonu baglatmak, N,N,N’ N’ -tetrametilenetilendiamin (TEMED) ise
ortama polimerizasyonu hizlandirmak i¢in ilave edilmektedir. TEMED ya da
amonyum persiilfat derisimi arttirlldiginda polimerizasyon hizlanmaktadir (Sekil 2.1)

[32-36].

Bay kuyuk polimerizasyomnm
, v O MNH ¥ 0 NH,
20-30 CHECH-C T T
Alilamit NH, EHZElﬁH—CHz-EH-FHEFH_CHEEH-EHEFH'EHZ"""
[ L
4 0/ “hH, gD 07 Nk,
A + sethest radikaller oMM
EH2=|:H-|: —_—»
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+ TEMED
CHo ) D\*n:”r‘“-l2 D%I:/r‘“-l2
I b I
:}QH ~CH,CH-CH5CH CH CH-CH CH-CH
CHECH-C i ¢
|
0 o/ Sy, |07 e,
M -metilen- bis-akilammt o . o L
Lkrilawit ve gapraz baflane bisakrilavaidiv kopolirerizasyon

Sekil 2.1. Poliakrilamit jel polimerizasyonu [33]



Sodyum Dodesil Siilfat-PAGE, poliakrilamit jel elektroforezinin degisik bir
uygulama seklidir. Sodyum Dodesil Siilfat (SDS), hem hidrofobik bolge
(CH3(CH,);; kuyrugu) hem de hidrofilik bolge (SO;  Na® basi) icermesi nedeniyle
amfipatik bir maddedir [32-36].

Giicli bir deterjan olan SDS, polipeptit omurgasinin etrafimi sararak proteini denatiire
etmektedir. Proteinler, SDS ve bir tiol reaktifi (2-merkaptoetanol) iceren ortamda
isitilarak denatiire edildiklerinde disiilfit baglan kirilmakta ve yaklasik her iki
aminoasit rezidusu ic¢in bir molekill SDS baglanmaktadir. Baglanan SDS ile
proteinler negatif yiiklenmekte ve anoda dogru hareket etmektedir. Boylece
proteinler yalniz molekiill agirliklarina gore ayrilmis olmaktadir. Proteinin birden
fazla alt birimi varsa degisik molekiil agirlikli her bir alt birim icin ayr1 bir bant
gozlenmektedir (Resim 2.1, Sekil 2.2, Sekil 2.3) [32-36].

Resim 2.1. Elektroforez cihazi
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Sekil 2.3. SDS-poliakrilamit jel elektroforezinin kisimlari [36]

Proteinlerin SDS-PAGE analizi ile elde edilen dendrogramlar proteinlerin genel
ozellikleri, kiiltiirlerin belirlenmesi, tohum gelisimi, tohum protein polimorfizmi,
tiirlerin karsilastirilmasi gibi pek cok farkli alandaki ¢alismalarda kullanilmaktadir

[37].

Yapilan bir ¢alismada, Giiney Amerika kokenli 55 yabani yer fistiginin Arachis
seksiyonu icindeki cesitliligini hesaplayabilmek ve protein kompozisyonuna
dayanarak taksonlart smiflandirmak amaciyla SDS-PAGE yontemi kullanilmistir.
Calisma, tohum depo protein profilleri i¢in biiyiikk farkliliklarin var oldugunu, bu
nedenle bunlarin tiir ici hibridizasyon c¢alismalarinda belirteg¢  olarak
kullanilabilecegini gostermistir [37]. Arachis cinsinin 7 seksiyonunu temsil eden 19
ornegin tohum protein profili yine SDS-PAGE yontemi kullanilarak calisilmistir
[38].

SDS-PAGE yontemi Festuca L. cinsinin taksonomisini ¢6zmek amaciyla da
kullanilmistir. Bu amacgla kiiltiir taksonlar1 ve Kuzey Amerika’da dogal olarak
yetisen tiirler calistlmistir [39, 40]. Aiken ve Gardiner (1992), Kuzey Amerika’da
yetisen F. dasclada, F. idahoensis, F. saximontana ve F. brachyphylla’ya iliskin
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taksonomik problemler iizerinde daha fazla bilgi elde etmek amaciyla bu yontemi
tekrar kullanmiglardir. Boylece tohum protein bantlama profillerinin morfolojik

karakterler icin ne kadar faydali tamamlayicilar olduklarini ispatlamislardir [41].

Dinelli ve Lucchesse (1999), Lolium tiirleri ve kiiltiirlerinin tanimlanmasi igin
yaptiklari c¢alisma sonucunda, SDS-PAGE yonteminin genetik c¢esitliligin
aydinlatilmasinda giiclii bir ara¢ oldugunu belirtmislerdir [27]. Islah ¢aligmalarinda
Festuca ve Lolium arasindaki hibridizasyon biiyiik onem tasimaktadir, fakat bunlar
morfolojik, fizyolojik ve kromozomal ozellikleri ile atasal tiirlerinden tam olarak
ayrilamamaktadir. Hahn ve ark. (1999), SDS-PAGE yontemini bu cinslerin

tanimlanmast icin kullanmiglardir [42].

Tohum depo protein profillerin analizi ekin tiirlerinin tanimlanmasinda da basaril bir
sekilde kullanilmistir [43]. Yapilan bir calismada, 17 Sesbania tiiriiniin tohum
protein profili SDS-poliakrilamit jel elektroforezi ile incelenmis ve bu yontemle 15
tiirde tiire 6zgii protein profilinin oldugu, S. spiritus tiirii ile S. varadero tiirlerinde ise

ayn1 bant modelinin bulundugu belirlenmistir [44].

Ladizinsky (1979), Lens culinaris Medik., L. culinaris ssp. orientalis (Boiss.) Hand.-
Mazz., L. nigricans (Bieb.) Godr. tiirlerini denatiire olmayan jel elektroforezi ile
inceleyerek bu tiirlerinin birbirlerine ¢ok yakin olduklarimi belirlemis ve morfolojik

ve sitogenetik benzerliklerini bdylelikle teyit etmistir [45].

Hussain ve ark. (1989), Lens culinaris ssp. culinaris’in bes kiiltlir tiirtinii ayirmak
icin hem denatiire olmayan jel elektroforezini (PAGE) hem de denatiire jel
elektroforezini (SDS-PAGE) kullanmislar ve tohum protein analizleri sonucunda,
SDS-PAGE ile elde edilen profillerin PAGE’den daha fazla bant igerdigini
gozlemlemislerdir [46]. Lens tiirleriyle ilgili yapilan bagka bir ¢calismada ise kiiltiir
mercimegi (Lens culinaris ssp. culinaris), bunun yabani tiirleri (L. culinaris ssp.
orientalis, L. odensis, L. ervoides, L. nigricans) ve bunlarin interpesifik hibritleri
SDS-PAGE ile analiz edilerek genetik uzakliklar hesaplanmistir. Elde edilen

sonuclar L. culinaris ssp. orientalis ve L. odemensis’in biiyiik olasilikla kiiltiir
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tiiriiniin yabani tiirleri oldugunu, interspesifik hibritlerin ise atasal tiirleri ile farkli

derecelerde genetik benzerliklere sahip oldugunu gostermistir [47].

SDS-PAGE ile elde edilen protein profilleri Asteraceae [48], Lauraceae [49],
Leguminosae [50, 51], Ranunculaceae [52], Rosaceae [53], Solanaceae [54],
Gramineae [55] gibi cesitli familyalara ait tiir, cins, seksiyon ve tribuslarin
taksonomik ve filogenetik iligkilerini aydinlatmakta basaril1 bir sekilde kullanilmistir.
Ayrica, Capsicum L. (Solanaceae) [56], Ricinus communis L. (Euphorbiaceae) [57],
Gossypium hirsitum L. [58], Celosia (Amaranthaceae) [59] gibi ¢ok sayida bitkinin

de protein profilleri ¢alisiimistir.

2.2. Molekiiler Karakterler

Dogrudan genotip iizerinde degerlendirme yapan DNA temelli belirtecler, tiirler arasi
ve tiir i¢i varyasyonun evrimsel hizin1 ve kalitim modelini agiklamak i¢in oldukca
onemlidir [60]. Molekiiler sistematikte kullanilan farkli DNA kaynaklarindan en
genisi olan ve kromozomlarn iceren ¢ekirdek DNA’si, izoenzim elektroforezinde
tahlil edilen ¢oziinebilir proteinler gibi proteinleri kodlayan genlerin ¢ogunun
kaynagidir. Bununla birlikte, c¢ekirdek genomuna gore kloroplast DNA’y1
saflastirmak ve karakterize etmek, kloroplast kodlayici genlerini klonlamak ve
dizinlemek daha kolaydir. Ayrica kloroplast DNA’nin yavas evrim oram biiyiik

taksonomik gruplar arasindaki ¢alismalar i¢in oldukg¢a avantajlidir [61].

DNA’ya dayali yontemler, cevresel etkilerden tamamen uzak olmalart ve biitiin
genomu temsil etmeleri nedeniyle oldukca giivenilirdir. RFLP, RAPD, AFLP, SSR,
ISSR, SCARs, SSCP, CAPS gibi sekillerde olabilen bu yontemler evrim ¢alismalari
[62], 1slah calismalan [63], bitki sistematigi [64] gibi degisik kullanim alanlarina
sahiptir.
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2.2.1. Restriksiyon parca uzunluk polimorfizmi

Botstein ve ark. (1980), bitkiler ve hayvanlarin molekiiler genetik analizinde takip
edilecek temel prensipleri belirledikleri caligmanin sonucunda, ana kesim
bolgelerindeki mutasyonlarin veya komsu kesim bolgeleri arasindaki uzakligin
degismesine neden olan mutasyonlarin DNA belirtecleri olarak gozlenebilecegini
belirtmisler ve boylece insan genom projesi icin genlerin haritalanmasinm saglayacak
bir yontem ileri siirmiislerdir. Ik DNA belirteci olan ve Restriksiyon Parca Uzunluk
Polimorfizmi (RFLP) olarak adlandirilan bu yontem, restriksiyon enzimleriyle
kesilen DNA parcalarinin jel elektroforezi yontemiyle yiiriitiilerek ayristirilmasi ve
bu parcaciklarin membrana transferi sonucunda prob DNA’ya hibridize edilmesi

olaylarin1 icermektedir [65].

Restriksiyon fragmentleri, jel elektroforezi ile uzunluklarma gére ayrilmaktadir.
Ancak, olusan ¢ok miktardaki fagmentin jel iizerine yayilmasindan dolayi, dkaryotik
DNA’da dogrudan fragment uzunluk dagilimindaki farklar gézlemlemek miimkiin
olmamaktadir. Bu yiizden Southern’in (1975) gelistirmis oldugu teknikle,

fragmentler jelden nitroselliiloz membran gibi kat1 bir yiizeye aktarilmaktadir [66].

RFLP probu olarak cDNA’lar veya az kopya oldugu belirlenmis olan genomik DNA
parcalart kullanilmaktadir. RFLP belirtecleri kodominanttir ve bundan dolay1
heterozigotlar ayirt edilebilmektedir [67]. Bitki genetik kaynaklarinin 6zelliklerinin
belirlenmesinde RFLP kullanilmasinin en dnemli dezavantaji materyallerin maliyeti
ve fazla is giicli gerektirmesidir [68]. Ayrica, yiiksek kalite ve fazla miktarda DNA
(10-20pg) gerektirmesi ve kisa Omiirlii radyoizotoplarin genis oranda kullaniliyor

olmasi teknigin diger dezavantajlarini olusturmaktadir [69].
2.2.2. Polimeraz zincir reaksiyonu
Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR), 6zel bir DNA bolgesinin in vitro sartlarda

primerler tarafindan yonlendirilerek enzimatik olarak cogaltilmasi teknigidir. Kary

Mullis ve ark. (1985), Escherichia coli DNA polimeraz I’in Klenow fragmentini
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kullanarak, tek kopyali memeli genlerini in vitro olarak ¢ogaltmislardir [70]. DNA
polimeraz enzimi, DNA’nin denatiire olmasi i¢in gerekli sicakliklarda (96°C)
aktifligini kaybettiginden dolay1, bu yontem her sentez dongiisiinde yeniden enzim
ilavesi gerektirmistir. Ancak, daha sonra termofilik Thermus aquaticus’tan elde
edilen sicakliga dayamiklt 7aqg polimeraz enziminin kullamimiyla bu sorun
giderilmistir. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) yonteminde bilinmesi gereken ilk
bilgi hedef DNA dizisinin ne oldugudur. PZR’yi kullanabilmek i¢in ¢ogaltilmasi

gereken DNA parcasinin iki ucundaki baz dizileri tam olarak belirlenmelidir [71].

Bir PZR dongiisii denatiirasyon, primer baglanmasi, uzama olmak iizere {ic asamadan
olugsmaktadir. Her admm farkli sicakliklarda gergeklestirilmekte ve ardarda
tekrarlanan bu {i¢ asamayla DNA parcalarinin logaritmik olarak cogalmasi
saglanmaktadir. a) Kalip DNA’nin denatiirasyonu: DNA’nin iki zincirinin yiiksek
sicaklik ile birbirinden ayrilmasi islemidir. Bu islem ortalama 94-95°C’de
iplikgiklerin birbirinden tamamen ayrilmasi saglanana kadar kisa bir siire devam
ettirilir. b) Primerlerin baglanmasi: Bu asamada, sentetik oligoniikleotitlerin hedef
DNA’ya baglanmast gerceklesir. PZR karistminda bulunan 5°—3° yoniindeki iki
primer denatiirasyon sonrasi birbirinden ayrilan iplik¢iklerdeki kendi tamamlayicist
olan dizilere 6zel olarak baglanir. Bu islem genel olarak 50-65°C’de gergeklestirilir.
Uygun birlesme sicakligi primerlerin gercek erime sicakliginin 5°C altinda olmalidir.
Primer baglanma sicakligi PZR’nin basarisinda onemli bir parametredir. Her bir
oligoniikleotit icin 6zel olan baglanma sicakligiin belirlenmesinde oligoniikleotidin
uzunlugu ve reaksiyon tamponunun iyonik giicii kadar primerin baz kompozisyonu
da 6nemlidir. ¢) Zincirin uzamast: Polimerizasyon reaksiyonlarinda hedef DNA’nin
tek iplikcik dizileri kalip gorevi goriir. Sicakliga dayanikli olan Tag polimeraz
enzimi 5’—3’yoniinde aktivite gostererek primerlerin 3’ uglarindan baslamak iizere
ortamdaki niikleotitleri de kullanarak uygun tampon varliginda hedef DNA dizisinin
bir kopyasin1 yapar. Uzama genellikle 72°C’de veya DNA sicakliginin optimum
sicakliginda gerceklestirilir. Siire genellikle 3-5 dakika kadardir. Polimeraz Zincir
Reaksiyonu icin kullanilan cihaz “Thermal Cycler” olarak isimlendirilmistir (Resim

2.2) [70-72].
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PZR yonteminde kullanilan bilesenler agsagidaki gibidir:

-Cogaltilacak kalip DNA

-Cogaltilmast planlanan bolgenin iki ucuna 06zgiil olarak baglanabilecek DNA
primerleri (15-30 bazlik tek iplikcik)

-DNA polimeraz enzimi (Tag DNA polimeraz enzimi veya diger enzimler)

-Sentezde kullanilacak deoksiriboniikleosittrifosfatlar (ANTP’lar)

-Enzimin calisabilmesi i¢in gerekli tampon ¢6zelti (Tris ve KCI gibi)

-DNA’'nin seker fosfat omurgasindaki negatif yiiklerin birbirini c¢ekmesini

saglayacak Mg** iyonlari [71, 72].

Resim 2.2. PZR cihazi

2.2.3. Rastgele cogaltilmis polimorfik DNA

Rastgele Cogaltilmig Polimorfik DNA yontemi ilk olarak Williams ve arkadaslar
tarafindan 1990 yilinda bulunmustur. Yontem DNA cogaltilmas: temeline ve
DNA’daki niikleotit dizilimindeki farkliligi belirleme esasina dayanmaktadir. RAPD,
rastgele primerlerin (genellikle 8-10 baz uzunlugundaki oligoniikleotitler) kalip
DNA’nin iki iplik¢igi tizerinde birbirine iki farkli noktada tamamlayicilarini bularak,
bu ara bolgenin cogaltilmasini esas alan niikleotit dizi polimorfizminden
olusmaktadir. Diger yaygin PZR uygulamalarin aksine iki primer yerine tek bir

primer kullanilir, ancak bunlar her iki yonde de calismaktadir (5°—3’,3’—5’).
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Dolayisiyla kullanilan primerin DNA iizerinde birbirine yakin iki bolgeye

yapisabildigi genom bolgelerinin ¢ogaltilmasi yapilmaktadir [73].

RAPD yonteminin yayimlandigi yilda AP-PCR adinda benzer bir yontem de
yayimnlanmistir [74]. Caetano-Anolles ve arkadaslari tarafindan ise RAPD’le aym
temele dayanan fakat farkli olarak 10 niikleotitden daha kisa primerlerle (5-8
niikleotit) daha kompleks DNA parmak izi profili elde edilen ve DNA Cogaltilmis

Parmakizi (DAF) olarak isimlendirilen bagka bir yontem daha yaymlanmistir [75].

RAPD teknigi kolay, hizli ve nisbeten diisiik maliyetlidir [76]. Ozel primerlerin
tasarlanmas1 icin dizi bilgisine ya da DNA problarina gerek yoktur. Ayrica,
reaksiyon basina 10 ng gibi cok diisiik miktarda DNA yeterli olabilmektedir [67].
RAPD-PZR, populasyon genetigi calismalarinda bireyler aras1 genetik farkliliklarin
potansiyel olarak ¢oziimlenmesini arttiran bir yontemdir ve artan oranlardaki bireysel
genomlar baglanti dengesizligi bakimindan aninda gozlenebilmektedir. RAPD’ nin
populasyon genetiginde dezavantaji dominant belirtecler olarak ayrilan allellerin
yogunlugudur [77]. Ayrica, RAPD teknigi reaksiyon kosullarindaki degisiklere kars1
oldukga hassastir [78].

RAPD, bitki taksonomisinde akrabaliklarin tiir, tir aln ve varyete diizeyinde
aydmlatilmasinda oldukg¢a fazla kullanilmaktadir. RAPD, Labiatae familyasina ait
Sideritis L. [79] ve Mentha L. [80] cinslerinin genetik iligkilerini ve populasyon

yapisini degerlendirmede basarili bir sekilde kullanilmistir.

2.2.4. Cogaltilmis parca uzunluk polimorfizmi

Bu yontem RFLP ve RAPD belirte¢ sistemlerine alternatif olarak, RAPD tekniginin
dezavantajlarin1 gidermek tizere 1995 yilinda Vos ve arkadaglann tarafindan
gelistirilmistir. Cogaltilmis Parca Uzunluk Polimorfizmi (AFLP), restriksiyon
enzimleri ile kesilmis olan genomik DNA’nin secici PZR ¢ogaltmasidir. Yontem; 1)
iki restriksiyon endoniikleazla DNA’nin kesimi ve restriksiyon fragmentleri icin iki

ozel adaptoriin (niikleotit dizilisi sentetik olan oligoniikleotitler) ligasyonu, ii) 6n
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secilmis cogaltma ve bunu izleyen sec¢ilmis PZR c¢ogaltmasi, iii) ¢ogaltilmis
fragmentlerin jel analizi seklinde iic asamay1 icermektedir [81]. Biitiin baslaticilar
sentetik uclarin niikleotit dizisini de tasidigindan dolay1, bu yontemde iiretim oldukca
ozel sartlarda gerceklestirilmektedir [82]. Bu yontem ile ¢ok sayida lokus (10-50
polimorfik lokus) tek ¢alismada drneklenebilmekte ve bu sayede de RFLP ve RAPD-
PZR ile belirlenen polimorfizmlerden daha fazla sayida polimorfizm

belirlenebilmektedir [83].

Gimenes ve ark. (2002), Arachis cinsinin 7 seksiyonuna ait 20 tiir arasindaki genetik
iliskiyi belirlemek ve Kkiiltiir yer fistig1t A. hypogaea L.’nin 9 bireyi arasindaki
polimorfizm diizeyini hesaplamak i¢in AFLP yontemini kullanmislardir. Sonugta
AFLP yontemi ile belirlenen genetik iliskininin morfolojik verilerle kurulan
siniflandirma ile uyumluluk gosterdigi belirlenmistir. Arastirmacilar, AFLP’nin
Arachis tirleri arasindaki akrabaligin ve A. hypogaea L. Kiiltiirleri i¢indeki
polimorfizmlerin belirlenmesinde olduk¢a faydali oldugunu belirtmislerdir [83].
AFLP, Mentha L. [84] ve Brassica juncea [85] tiirlerinin genetik iligkilerinin

belirlenmesinde de basaril1 bir sekilde kullanilmustir.

2.2.5. Basit dizi tekrarlari; Dizisi etiketlenmis mikrosatellitler

Mikrosatellitler 2-6 baz cifti uzunlugunda kisa niikleotit motiflerinin toplam
uzunlugu 200 baz ¢iftini gegmeyen ardisik tekrar birimleridir. Kisa niikleotit gruplari
(CA)n, (AAT)n, (GATA)n gibi di- tri- ve tetra- niikleotit seklinde gosterilmekte ve n
ardisik tekrar sayisimi belirtmektedir [86]. PZR cogaltilmasi ile birlestirilmis Basit
Dizi Tekrarlar1 (SSR-PZR), mikrosatellitlerin 5° ve 3’ucuna yiiksek primer baglanma
sicakliklarinda primer baglanmasina dayali bir tekniktir. SSR’lar1 cevreleyen
korunmus DNA dizileri primer olarak kullanilmakta, PZR yontemi ile tekrarlarin
sayisindaki degisiklikler belirlenmektedir. SSR primerlerinin iiretiminde genel olarak
3 farkli yaklasim tercih edilmektedir. Bunlar: 1. Genomik DNA Kkiitiiphanelerinin
SSR oligoniikleotitlerinin hibridizasyonu yolu ile goézlemlenmesi 2. DNA veri
bankalarinda SSR’larin arastirilmasi 3. Akraba bitki tiirlerinde gelistirilmis olan

SSR’da 6zel primerlerin kullanimidir [87].
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Basit Dizi Tekrarlari, karsilastirma analizleri ve genom haritalamalari i¢in faydali bir
genetik belirtectir [88]. Mikrosatellitler oldukca polimorfiktir [89] ve oOkaryotik
genomlarda yaygin olarak bulunurlar [90, 91]. Mikrosatellitler bitkilerin genetik
yapisini ¢alismada basarili bir sekilde kullanilmistir [92].

2.2.6. Ribozomal DNA

Ribozomal DNA’lar kromozomlarin c¢ekirdek olusumundan sorumlu bdlgelerinde
bulunan cok iyi bir sekilde korunmus ardarda dizilmis tekrar eden birimlerdir. Tekrar
eden birimlerin kopya sayist populasyonlarda biiyiik degisiklikler gosterir. Cekirdek
DNA’sinin ribozomal genlerinin bilesenleri farkli oranlarda evrimlesmistir ve bu
nedenle evrimsel calismalarda tercih edilirler. Gen bolgeleri NTS (transkribe
edilemeyen bolgeler), ITS1 ve ITS2 (transkribe edilebilen ara bolgeler) olarak birkag
bolgeye ayrilmaktadir. ITS1, 18S ve 5,8S benzeri genleri kodlayan bolgeler arasinda,
ITS2 ise 5,8S ve 28S benzeri genleri kodlayan bolgeler arasinda yer alir [93]. ITS
bolgelerinin angiospermlerin filogenetik iliskilerini degerlendirmede cok faydali

olduklar1 belirtilmistir [94].

Despres ve ark. (2003), interfertil Trollius L. (Ranunculaceae) tiirleri arasindaki
filogenetik ilskileri cekirdek DNA’s1t (ITS1+5.8S rRNA+ITS2), kloroplast DNA
dizileri ve AFLP belirtecleri kullanarak arastirmiglardir [95].

2.2.7. Bitki sistematiginde kullanilan diger molekiiler yontemler

Basit Dizi Tekrarlar1 Arasi (ISSR) belirte¢ calismasi ilk kez 1994 yilinda Zietkiewicz
ve arkadaglar1 tarafindan yaymlanmistir. Bu teknik, 3° veya 5° ucu 2-5 bg
uzunlugunda rastgele niikleotitlerle birlestirilmis, tekrar dizilerinden olusan, 16-19 bg
uzunlugundaki tek bir primer ile DNA’min PZR c¢ogaltmasi seklindedir ve bu

yontemde oligoniikleotit primerlerini tasarlamak i¢in dizi bilgisine gerek yoktur [96].

Dizisi Karakterize Edilmis Cogaltilmis Bolgeler (SCARs) olarak isimlendirilen

yontem ise Ozellikle ilgili gen bolgesine ait RAPD fragmentlerinin u¢ bolgelerinin
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klonlanmas1 ve dizi analizi ¢ikarilmasi esasina dayanmaktadir. U¢ bolgelerinden dizi
belirlendiginde orjinal RAPD fragmentinin ucunun tamamlayicist olan primerlerin
tasarlanmas1 miimkiin olmaktadir. Bu primerler bir PZR’de kullanildiginda orjinal

fragmente uygun tek lokuslar belirlenebilmektedir [97].

Diger bir yontem olan Kesilmis Cogaltilmisg Polimorfik Diziler (CAPS)’de ise PZR
primerleri belirli bir lokus icin olusturulmaktadir. PZR’de ¢ogaltilmig {iriinler bir
restriksiyon enzimiyle kesilip agaroz jel elektroforezinden sonra etidyum bromidle
boyanarak dogrudan goriintiilenmekte ve RFLP polimorfizmindeki gibi polimorfizm

restriksiyon fragment biiyiikliiklerine gore arastirilmaktadir [98].

Bu yontemlerden bagka, tek zincirli DNA’nin molekiil i¢i etkilesimi sonucu her
zincirin farklh formda katlanip kivrilmasiyla degisik konformasyonlarin olustugu ve
bunun sonucunda da denatiire olmayan jelde farkli hizda hareketin gergeklestigi Tek
Zincirli Konformasyonel Polimorfizm (SSCP) adinda farkli bir yontem daha

gelistirilmistir [99].

Heterodupleks Analizi (HA) ise esit miktarda karistirillmis ve denatiire edilmis iki
PZR iiriiniiniin sogumaya birakilmasi ve soguma siirecinde farkli PZR iiriinlerinin
DNA ipliklerinin birleserek heterodupleks DNA sekline doniismesine dayali bir
yontemdir. Heterodupleks DNA’daki tiim yanlis eslesmeler homodupleks DNA’ya
gore farkli iic boyutlu bir yap1 kazandigindan dolay1 poliakrilamit jellerde diisiik
hareketlilik meydana gelmektedir [100].

2.3. Sideritis L. (Labiatae=Lamiaceae) Cinsi

Sideritis L. cinsi bitkiler aleminin zengin familyalarindan biri olan Lamiaceae Lindl.
(Labiatae Juss.) familyasinin i¢inde yer almaktadir [2]. Sideritis L. cinsi, diinyada
150’den fazla tiir ile temsil edilmekte olup, Bahamalar’dan Bati Cin’e, Almanya’dan
Fas’a kadar genis bir alan icinde Ozellikle de Akdeniz havzasinda yayilis

gostermektedir (Harita 2.1) [101].
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Harita 2.1. Sideritis L. cinsinin diinya iizerindeki yayilis alanlar [1]

Sideritis cinsi Marrubiastrum (Moench) Mendoza-Huter ve Sideritis L. olmak iizere
iki alt cinse ayrilmaktadir. Makaronezya’ya endemik olan Marrubiastrum alt cinsi
Marrubiastrum, Empedocleopsis Huynh ve Creticae P. Perez & L. Negrin olarak ii¢
seksiyon, Sideritis alt cinsi ise iki ¢ok yillik (Sideritis ve Empedoclia (Rafin)
Bentham) ve iki tek yillik (Hesiodia (Moench) Bentham ve Burgsdorfia (Moench
Briquet) olmak iizere dort seksiyon halinde bulunmaktadir [1,101]. Ulkemizde
Sideritis cinsi Hesiodia (5 takson) ve Empedoclia (49 takson) olmak iizere iki
seksiyon altinda toplanmistir. Empedoclia seksiyonunun endemizm oran1 ¢ok
yiiksektir (%80). Bu yiiksek endemizm orani, iilkemizi bu seksiyonun gen merkezi

yapmaktadir [2].

Sideritis cinsi llkemizde 54 tiir ve tiir alt1 takson ile temsil edilmektedir [2-5].
Tiirkiye florasinin 7. cildinde Sideritis cinsinin 38 tiirii bulunurken [2], bu say1 10.
ciltte S. huber-morathii Grenter & Burdet ve S. athoa Papanikolaou & Kokkini
tirlerinin ilavesi ile 40’a [3], 11. ciltte S. akmanii Aytag, Ekici & Donmez, S.
gulendamiae H. Duman & Karaveliogullari, S. scardica Griseb. ssp. scardica, S.
caesarea H. Duman, Ayta¢ & Baser, S. vuralii H. Duman & Baser tiirlerinin ilavesi
ile 45’e [4] ve son olarak yayinlanan S. ozturkii 7. Aytag & Aksoy ile 46’ya
ulagmistir [5]. Bununla birlikte, yeni tiir S. aytacii H. Duman & P. Sahin yayina
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hazirlanmis ancak heniiz yayinlanmamistir. Bu tiiriin ilavesi ile birlikte Sideritis

cinsinin tilkemizdeki toplam tiir sayis1 47’ye, takson sayisi ise 54’e ulagsmis olacaktir.

Sideritis L. cinsinin 54 taksonunun 41’1 endemiktir. Sideritis cinsinin sahip oldugu
bu yiiksek endemizm oran1 nedeniyle iilkemiz bu cinsin iki esas gen merkezinden
biridir. Sideritis L. cinsinin diger gen merkezi Sideritis seksiyonuna ait yaklasik 50
tiiriin bulundugu Giineybat1 Avrupa’daki Iberian Peninsula bolgesidir [102]. Sideritis
L. cinsinin ismi Yunanca kokenli bir kelime olan ve demir anlamina gelen “sideros”
dan gelmektedir. Bu isim, bu cinse ait bitkilerin yaralan iyilestirme 6zelliginden
dolay1 verilmistir [103]. Bu cinse ait tiirler iilkemizde en ¢ok dag ¢ay1 ve yayla cay1
adiyla bilinmektedir. Ancak bunlardan farkli olarak sarikiz ¢ayi, kuyruk cayi, adagay1
gibi degisik yoresel isimlere de sahiptir [102, 104]. Bu tiirler Akdeniz iilkelerinde ve
tilkemizde halk ilact ve bitkisel cay olarak genis capta kullanmilmaktadir. Bu
bitkilerden saglanan caylar soguk algmligina karsi, gastrointestinal rahatsizliklar

giderici ve diiiretik olarak oldukca 6nem tasimaktadir [105].

2.3.1. Sideritis L. tiirleri ile ilgili yapilan cesitli calismalar

Tiirkiye’de yetisen Sideritis’ler ile ilgili bir¢ok kimyasal ¢calisma mevcuttur. Sideritis
tirleriyle ilgili yapilan kimyasal calismalarin c¢ogu ucucu yaglarla ilgilidir.
Tiirkiye’de endemik olan Sideritis phlomoides, S. vulcanica, S.vuralii ve S. caesarea
tiirlerinin [106], Tiirkiye’de yetisen tek yillik Sideritis’lerin [104], S. ozturkii’nin
[102], her ikisi de Tiirkiye’de endemik olan iki varyete Sideritis erythrantha Boiss &
Heldr. apud Bentham. var. cedretorum ve var. erythrantha’nin [107] ve Empedoclia
seksiyonuna ait tiirlerin [108] ucucu yag bilesimi incelenmistir. Ugucu yaglar disinda
Sideritis tiirleri ile ilgili diterpenler [109], flavonoidler [110, 111], fenilpraponitler
[110], iridoid glikozitler [112] gibi cesitli kimyasal ¢calismalar da mevcuttur. Yapilan
bir ¢alismada ise Tiirkiye Sideritis tiirlerinin ana bilesenleri belirtilmistir (Cizelge

2.1) [113].
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Cizelge 2.1. Tiirkiye Sideritis tiirlerinin ana bilesenlerinin siniflandirilmasi [113]

Monoterpen hidrokarbonlar amasiaca,  argyrea, armeniaca, athoa,
bilgerana, brevidens, congesta, dichotoma,
erythrantha var. erythrantha, erythrantha var.
cedretorum, galatica, germanicapolitana ssp.
germanicapolitana, germanicapolitana  ssp.
viridis, gulendamii, hispida, huber-morathii,
libanotica ssp. libanotica, libanotica ssp.
kurdica, lycia, niveotomentosa, phrygia,
rubriflora, scardica ssp. scardica, serratifolia.
sipylea, stricta, syriaca ssp. nusairiensis,
trojana,vuralii

Oksijenat monoterpenler arguta, libanotica ssp. microchlamys, romana
ssp. romana
Sesquiterpen hidrokarbonlar akmanii, albiflora, brevibracteata, caesarea,

cilicica, condensata, curvidens,hololeuca,
leptoclada, libanotica ssp. linearis, libanotica
ssp.  violascens,montana  sSp.  montana,
montana ssp. remota, ozturkii, pisidica,
tmolea, vulcanica

Oksijenat sesquiterpenler phlomoides, taurica
Diterpenler perfoliata
Diger lanata

Sideritis cinsinin cesitli hastaliklara kars1 halk arasinda bitkisel cay olarak genis
capta kullanimi bu bitkide bir¢ok farmakolojik arastirma yapilmasina neden olmustur
ve boylelikle bir¢ok ©nemli 6zelliginin ortaya c¢ikarimasi saglanmistir. Yapilan
calismalarda, bu cinsin antipiretik [12], antioksitatif [7, 114-116], antibakteriyel ve
antimikrobiyal [8, 9, 93, 117-119], antienflamatuar [10, 11, 17, 18, 120-126],
antispazmotik [127], antiiilser [12], antikatarak [14], bagisiklik sistemini diizenleyici
[15, 16], analjezik [17-19] gibi bir¢cok oOzelligi bulunmustur. Bununla birlikte
makrofajlarda NOS-2 ifadesini inhibe ettigini gosteren ¢alismalar da vardir [128].

Kimyasal ve farmakolojik caligmalarin yanminda Sideritis tirleri ile ilgili gerek
tilkemizde gerekse diinyada morfolojik ve anatomik [101, 129-132], floristik [5,
133-136], palinolojik [137, 138], karyolojik [139, 140], revizyon [141] Xkiiltiir
calismalar [142] gibi cok sayida ¢alisma da yapilmistir.
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Sideritis L. tiirleriyle ilgili molekiiler filogenetik alaninda yapilan c¢aligmalara
bakildiginda ise pek fazla calismanin bulunmadig goriilmektedir [1, 79, 139, 143].

Bu calismalar agagida kisaca 6zetlenmistir.

Fernandez-Peralta ve Gonzalez-Aquilera (1986), yaptiklar1 calismada Sideritis
cinsinin Eusideritis seksiyonuna ait 6 yakin akraba taksonun (S. leucantha, S. pusilla,
S. flavovirens, S. granatensis, S. biflora ve S. osteoxylla) genetik akrabaligini tespit
etmek ve bu taksonlarin Eusideritis seksiyonu i¢indeki durumunu aydinlatmak igin
bu taksonun mayotik davranislarini, karyotipik 6zelliklerini, polenlerinin biiyiikliigii

ve fertilitesini, DNA miktari ve tohum protein profillerini incelemislerdir [139].

Las Heras Vazquez ve ark. (1999), Giineybat1 Ispanya’nin endemik bir tiirii olan
Sideritis pusilla (Lamiaceae) taksonunun populasyon yapisini ve genetik akrabaligini
degerlendirdikleri ¢alismada, Sideritis pusilla’nin 8 farkli infraspesifik taksonunu
kapsayan 13 bitki populasyonuna ve bunlarin atasal tiirleri farzedilen S. hirsuta L. ve
S. leucantha’ya RAPD teknigi uygulamislardir. Sonugta tiir i¢i taksonlar ti¢ ana grup
altinda toplanmis ve Sideritis pusilla’min atasal tiirleri farzedilen bu tiirlerden

oldukga farkli oldugu bulunmustur [79].

Barber ve ark. (2000)’'nin, Makaronezya’ya endemik Sideritis tiirlerinin ada i¢i ve
adalar arasi1 evrimlerini tespit etmek amaciyla kloroplast DNA’sim analiz ettikleri
calismada, Makaronezya’da yetisen ve bolgeye endemik tiirlerin tek bir atadan
geldigi tezi dogrulanmis ve ada Sideritis’lerinin evrim sonucu farklilagarak yeni
taksonlara ayrildigi belirtilmistir [143]. Barber ve ark. (2002)’'min yaptig1 diger bir
calismada ise Makaronezya’ya endemik Marrubiastrum alt cinsinden 7 takson ile
Sideritis alt cisindeki 4 seksiyona ait 25 taksonun cekirdek ve kloroplast DNA
dizileri karsilastirilmistir. Calismada cekirdek ribozomal DNA’sinin transkribe
edilebilen ara bolge (ITS) dizileri ile kloroplast genomunun iki kodlanamayan bolge
dizisi analiz edilmistir. Sideritis alt cinsine ait ¢ok yillik Empedoclia ve Sideritis
seksiyonlarinin her birinin monofiletik oldugu ancak tek yillik seksiyonlarin

monofiletik gruplar olmadig belirtilmistir [1].
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2.3.2. Sideritis L. cinsinin morfolojik ozellikleri

Sideritis tiirleri bir veya cok yillik, otsu ya da calimsi bitkiler seklindedir. Govde dik,
yiikselici, genellikle dallanmis ve tabanda odunsu haldedir. Pilos veya tomentos
tilylii, nadiren tiiysiiz, salgi tiiylii veya salg: tiiyiine sahip degildirler. Yapraklar
genellikle karsilikli, dekusat, tam veya krenat-dentat kenarlidir. Damarlanma pennat
olup cicek durumu vertisillastrumdur. Vertisillatlar 4-20 adettir. Her vertisillat 5-6
cicekli, vertisillatlarin aras1 mesafeli veya birbirine yakin ve spika seklinde
kiimelenmistir. Brakteler yaprak gibi, tam veya kaliks tiipiinii 6rtmiis bir haldedir.
Brakteol yoktur. Kaliks tubulat-kampanulat, bazen bilabilat seklinde olup 5-10
damarh ve 5 dislidir. Disler birbirine esit veya iist dis alt disten daha genistir. Korolla
genellikle sar1, bazen beyaz ya da mor renklidir. Korolla tiipii kaliksten kisa veya
uzun olabilmektedir. Ust dudak hemen hemen dik, tam veya bifit; alt dudak yatik ve
3 lobludur. Stamenler korolla tiipii i¢inde, 4 tane, didinam ve birbirine paralel iki
sira meydana getirmistir. Alt stamenler iist stamenlerden daha uzundur. Anterler 2
gozlii ve cogunlukla sekli bozulmus bir haldedir. Stilus korolla tiipii icinde,
ginobazik, bifit, alt lob genislemis, iist lobu sarar durumdadir. Stamenlerin ve
stilusun boyu, korolla tiipiinden uzun degildir. Ovaryum iist durumlu, iki karpelli, 4
gozIi, her gozde tek oviillidiir. Meyva kuruyunca 4 merikarpe ayrilan sizokarp, ovat,

ucta, yuvarlak ve tiiysiizdiir [2].

Hesiodia Bentham seksiyonundaki bitkiler bir yillik olup brakteleri az ¢ok tam ve
yaprak gibidir. Kaliks az ¢ok 2 dudakli, iist dig alttaki dort disten daha genis bir
haldedir. Empedoclia seksiyonu ¢ok yillik bitkilerden olusmaktadir. Brakteler
Hesiodia seksiyonundakilerinin aksine yapraga benzemez ve kaliks digleri birbirine

hemen hemen esittir [2].



24

Tiirkiye’de dogal olarak yayilis gosteren Sideritis L. tiirleri asagida verilmis ve

endemik olanlar (E) kisaltmasi ile belirtilmistir [2-5].

O 00 I O N B~ W N =

N DN NN NN NN N = e e e e e e e e
O 0 9 N L R WD = O O 0 9 N LR WD = O

. Sideritis lanata L.

. Sideritis romana L. subsp. romana

. Sideritis curvidens Stapf

. Sideritis montana L. subsp. montana

. Sideritis montana L. subsp. remota (d’Urv.) P.W. Ball ex heywood

. Sideritis hololeuca Boiss. & Heldr. apud Bentham (E)

. Sideritis phlomoides Boiss. & Bal. (E)

. Sideritis sipylea Boiss. (E)

. Sideritis erythrantha Boiss. & Heldr. apud Bentham var. erythrantha (E)
. Sideritis erythrantha Boiss. & Heldr. apud Benth. var. cedretorum P.H. Davis (E)
. Sideritis brevidens P.H. Davis (E)

. Sideritis stricta Boiss. & Heldr. apud Bentham (E)

. Sideritis vulcanica Hub.-Mor. (E)

. Sideritis condensata Boiss. & Heldr. apud Bentham (E)

. Sideritis tmolea P.H. Davis (E)

. Sideritis congesta P.H. Davis & Hub.-Mor. (E)

. Sideritis cilicica Boiss. & Bal. (E)

. Sideritis niveotomentosa Hub.-Mor. (E)

. Sideritis arguta Boiss. & Heldr. (E)

Sideritis lycia Boiss. & Heldr. apud Bentham (E)
Sideritis leptoclada O. Schwarz & P.H. Davis (E)

. Sideritis brevibracteata P.H. Davis (E)
. Sideritis albiflora Hub.-Mor. (E)

. Sideritis rubriflora Hub.-Mor. (E)

. Sideritis argyrea P.H. Davis (E)

. Sideritis bilgerana P.H. Davis (E)

. Sideritis hispida P.H. Davis (E)

. Sideritis dichotoma Huter (E)

. Sideritis taurica Stephan ex Wild
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50.
51.
52.
53.
54.
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Sideritis trojana Bornm. (E)

Sideritis phrygia Bornm. (E)

Sideritis amasiaca Bornm. (E)

Sideritis galatica Bornm. (E)

Sideritis armeniaca Bornm. (E)

Sideritis germanicopolitana Bornm. subsp. germanicopolitana (E)
Sideritis germanicopolitana Bornm. subsp. viridis Hausskn.exBornm. (E)
Sideritis syriaca L. subsp. nusairiensis (Post) Hub.-Mor.

Sideritis libanotica Labill. subsp. libanotica

Sideritis libanotica Labill. subsp. kurdica

Sideritis libanotica Labill. subsp. linearis (Bentham) Bornm. (E)
Sideritis libanotica Labill. subsp. microchylamys

Sideritis libanotica Labill. subsp. violascens (P.H. Davis) P.H. Davis (E)
Sideritis serratifolia Hub.-Mor. (E)

Sideritis pisidica Boiss. & Heldr. apud Benth. (E)

Sideritis perfoliata L.

Sideritis huber-morathii Greuter & Burdet (E)

Sideritis athoa Papanikolaou & Kokkini

Sideritis akmanii Z. Aytag, M. Ekici & A. Donmez (E)

Sideritis gulendamiae H. Duman & F.A. Karaveliogullan (E)
Sideritis scardica Griseb. subsp. scardica

Sideritis caesarea H. Duman, Z. Aytac & Baser (E)

Sideritis vuralii H. Duman & Baser (E)

Sideritis ozturkii Z. Aytac & A. Aksoy (E)

Sideritis aytacii H. Duman & P. Sahin sp. nov. (E)
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal

3.1.1. Bitki materyali

Calisma, yeni tiir S. aytacii’de dahil Tiirkiye’de dogal olarak yetisen tiim Sideritis L.
(Labiatae) tiirlerinin 54 taksonuna ait 74 populasyonun ve Sideritis L. cinsine yakin
bir tiir oldugu diisiiniilen Stachys woronowii’ye ait 1 populasyonun tohumlari

kullanilarak yapilmaistir.

Calismada kullanilan orneklerin (Tiirkiye’de dogal olarak yetisen tim Sideritis
tirlerinin 54 taksonuna ait 74 populasyonu ile Stachys woronowii'nin 1
populasyonu) lokaliteleri, yiikseklikleri, toplama tarihleri, habitatlari, toplayici adi

ve numarasi ile birlikte Cizelge 3.1’de verilmistir.

Materyal olarak kullanilan tiim tohumlar Gazi Universitesi 6gretim iiyesi Prof. Dr.

Hayri Duman’in koleksiyonundan temin edilmistir.
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Cizelge 3.1. Calisma ornekleri, lokaliteler, yiikseklik, toplama tarihleri, habitat,
toplayici ad1 ve numarast
Bitkinin Ismi Lokalite —Yiikseklik (Y) —Tarih (T) Habitat Toplayici
ad1 ve no
1 | Sideritis lanata C2 Mugla: Yatagan-Cine 20 km. Makilik, sistli topraklar, | H. Duman
Y: 350 m. T: 28.04.2000 A. coccifera agiklig1 7120
2 | S. lanata B2 Manisa: Kula-Usak yolu 12 km. Tarla kenari H.D.
Y:500m.  T:21.06.2000 7260
3 | S. romana C2 Mugla: Fethiye-Dalaman yolu, 5 km. Sistli topraklar H.D.
ssp. romana Y:35m. T: 24.06.2000 7281
4 | S. curvidens C2 Antalya: Kas-Demre yolu, Yavu koyii | Kalker taslik alanlar H.D.
cevresi  Y:550m. T: 24.06.2000 7276
5 | S. montana B3 Eskisehir:  Sivrihisar-Polatli  yolu, | Step H.D.
ssp. montana Oglake1 koyii cevresi 7258
Y:800m.  T:21.06.2000
6 | S. montana B3 Eskisehir: Seyitgazi-Afyon yolu Mese Agikligi H.D.
ssp. montana Y:940 m.  T: 21.06.2000 7259
7 | S. montana C3 Burdur: Burdur’un kuzeydogusu Marnl arazi H.D.
ssp. remota Y:1080-1100 m.  T: 25.06.2000 agaclandirma sahasi 7287
8 | Stachys woronowii | C3 Antalya: Akseki cevresi Kalker Kayalik H.D.
Y:980-1000 m.  T:27.06.2000 7301
9 | S. hololeuca C4 Karaman: Karaman-Mut yolu Sertavul | Pinus brutia agikligy, H.D.
-Mut arast kalker arazi 8451
Y:1000-1100 m.  T: 03.10.2000
10 | S. phlomoides B5 Kayseri: Yahyali, Aladaglar, Maden | Yiiksek dag stebi, kalker | H. D.
gevresi Y:2600-2650 m.  T: 11.08.2000 8643
11 | S. aytacii C5 Nigde: Ulukisla-Kilan, Kabaktepe | Step H.D.
cevresi Y: 1500-1600 m. T: 02.10.2000 8447
12 | S. sipylea B1 Manisa: Spil Dagi, Turgutalp dogu | Hareketli kalker kayalik | H. D.
yamaclart Y: 900-1000 m . T: 26.10.2001 8655
13 | S. erythrantha C3Antalya: Serik, Gebiz, Bozburun dag, | Hareketli kalker kayalik, | H. D.
var. erythrantha Bogaz —Tozlugukur yayla Juniperus excelsa 8409
Y: 1450-1500 m.  T: 30.07.2000 aciklig
14 | S. erythrantha C3 Antalya: Serik, Bozburun, Dagi, | Hareketli kalker kayalik | H. D.
var. erythrantha Bogaz- Tozlugukur yayla 8660
Y: 1450-15000 m.  T: 28.10.2001
15 | S. erythrantha C4 Antalya: Alanya, Alanya-Hadim yolu, | Kalker kayalik H.D.
var. cedretorum 40 km. Y: 1200-1250 m.  T: 03.10.2000 8455
16 | S. brevidens C4 Igel: Giilnar, Giilnar-Mut yolu, 17 km. | Pinus brutia agikhig, H.D.
Y: 750-770 m. T: 03.10.2000 kalker kayalik 8453
17 | S. stricta C3 Antalya: Kemer-Kumluca yolu, Skm. | Pinus brutia agiklig H.D.
Y:c.100 m. T: 28.07.1999 7078
18 | S. stricta C3 Antalya: Serik, Tasagil- Beskonak, | Pinus brutia agiklig H.D.
20km. Y:240m. T:30.07.2000 8411
19 | S. vulcanica B7 Elazig: Maden-Ergani yolu, 3km. Volkanik yamaglar H.D.
Y:1000-1100 m.  T: 12.08.2000 8430
20 | S. condensata C3 Antalya: Manavgat-Akseki yolu, | Pinus brutia agikligy, H.D.
Haciobasi1 Gengler arasi kalker kayalik 8444
Y: 125 m. T: 03.09.2000
21 | S. condensata C3 Antalya: Serik, Gebiz Bozburun Dagy, | Pinus brutia agiklig H.D.
Pinaré6zii-Tozlugukur Yayla 8410
Y: 1000 m. T: 30.07.2000
22 | S. tmolea B2 izmir: Odemis Bozdag Step, sistli, kayalik H.D.
Y:1550-1600 m.  T:27.10.2001 alanlar 8656
23 | S. congesta C3 Antalya: Manavgat-Akseki yolu, | Frigana agikligi, H.D.
Haciobas1 Koyii ¢evresi Konglomera 8412

Y:50 m. T: 30.07.2000
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Cizelge 3.1. (Devam) Calisma ornekleri, lokaliteler, yiikseklik, toplama tarihleri,

habitat, toplayici ad1 ve numarasi

24 | S. cilicica C5 Adana: Feke, Akkaya koyii ¢evresi Pinus  brutia agikhigy, | H. D.
Y: 900-910 m. T: 10.07.2000 kalker kayalik 8351
25 | S. niveotomentosa C4 Igel: Giilnar-Silifke yolu, 20 km. Quercus ve Juniperus | H.D.
Y: 1000-1050 m.  T: 15.07.2000 acikligi, kalker kayalik 8378
26 | S. arguta C4 Antalya: Alanya, Alanya-Hadim yolu, | Pinus brutia agikhigy, H.D.
36km. Y: 1100-1200 m.  T: 01.09.2000 | kalker kayalik 8442
27 | S. lycia C3 Antalya: Kemer, Cirali Metamorfik alanlar, H.D.
Y: c.20 km. T: 28.08.1999 kizilgam agikligt 7077
28 | S. lycia C3 Antalya: Kumluca-Kemer yolu, 10 km. |Pinus brutia agikligi, H.D.
Y: 350 m. T: 24.06.2000 serpantin alanlar 7280
29 | S. leptoclada C1 Mugla: Marmaris-Mugla yolu, Skm. Pinus brutia agiklig1, H.D.
Y: 300 m. T:27.10.2001 serpantin arazi 8659
30 | S. brevibracteata C3 Antalya: Alanya, Ulas cevresi Frigana agikligy, H.D.
Y: 20 m. T: 25.08.2000 kalker kayalik 8440
31 | S. brevibracteata C4 Antalya:Alanya Hac1 Mehmetli Koyii | Tarla kenar1, makilik H.D.
Y: 250 m. T:20.08.1999 7081
32 | S. albiflora C4 Antalya: Gazipasa- Anamur yolu, 24 | Sistli topraklar H.D.
km. Y:450m.  T:22.05.2000 7150
33 | S. rubriflora C1 Mugla: Mugla-Yatagan yolu, 5 km. Maki acgikligi, H.D.
Y: 720-750m. T: 27.10.2001 kalker kayalik 8658
34 | S. rubriflora C4 Igel: Silifke Tasucu gevresi Maki agikligi, H.D.
Y: 10-20 m. T: 15.07.2000 kalker kayalik 8383
35 | S. argyrea C4 Antalya: Alanya, Alanya-Hadim yolu, | Pinus brutia acikligi, H.D.
25km. Y: 1100-1200 m.  T: 01.09.2000 | kalker kayalik 8441
36 | S. bilgerana C4 Igel: Mut, Mut-Giilnar yolu, Giilnar’a | Pinus brutia aciklig: H.D.
26 km. Y: 300-350 m. T:03.10.2000 8452
37 | S. bilgerana C4 Karaman: Karaman-Mut yolu 6 km. Step H.D.
Y:1100-1150 m.  T: 02.10.2000 8448
38 | S. hispida C4 Konya: Bozkir, Korualan-Bozkir, 2 |Bag arast  hareketli | H. D.
km. Y: 1330 m. T: 04.10.2000 yamaglar 8462
39 | S. dichotoma A4 Karabiik: Keltepe, Sorgun Yayla | Kalker kayalik, Abies |H.D.
Cevresi nordmanniana agiklig 8652
Y: 23.10.2001 T: 1500-1600 m.
40 | S. taurica A4 Karabiik : Keltepe, Sipahiler-Karaaga¢ | Karacam ve mese | H. D.
yolu 2 km. aciklig 8651
Y: 850-900 m. T: 23.10.2001
41 | S. trojana B1 Balikesir: Kazdagi, Sarikiztepe cevresi | Kalker acik alanlar H.D.
Y: 1630-1650 m.  T: 10.10.2002 8810
42 | S. phrygia B3 Afyon: Cay, Sultandagi, Cay-Yalvag | Volkanik tagli yamaglar | H. D.
yolu, 5 km. 8466
Y: 1300-1350 m.  T: 04.10.2000
43 | S. amasiaca A5 Amasya: Amasya cevresi Mese acgikligi, kalker | H. D.
Y: 500 m. T:01.10.2000 kayalik 8445
44 | S. amasiaca A5 Amasya: Alikayasi-Lokman hekim | Kalker hareketli H.D.
yolu Y: 850-900 m. T: 05.08.2001 yamaglar 8633
45 | S. galatica A4 Ankara: Akyurt-Cankir1 yolu, 10 km. | A. microcephalus birligi, | H. D.
Y: 1250-1300 m.  T:22.10.2001 metamorfik arazi 8649
46 | S.germanicopolitana | A4 Kastamonu: Tosya-Kastamonu yolu, 7 | Mese acikligi, volkanik | H. D.
ssp. viridis km. Y: 900-950 m. T: 23.07.2001 arazi 8617
47 | S.germanicopolitana | A4 Kastamonu: Iskilif-Tosya yolu, 50 km. | Pinus nigra agikhig H.D.
ssp. viridis Y: 1250-1300 m.  T: 04.08.2001 8631
48 | S.germanicopolitana | AS Kastamonu: Ilgaz-Tosya yolu, 12 km. | Mese agikligl, H.D.
ssp. viridis Y: 800 m. T: 04.08.2001 metamorfik kayag 8630
49 | S. germanicopolitana | A4 Cankirt: Ilgaz-Cankir1 yolu, 9 km. Mese acikligi yol kenari, | H. D.
ssp.germanicopolitana | Y: 1100-1150 m.  T: 22.10.2001 metamorfik arazi 8616
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Cizelge 3.1. (Devam) Calisma ornekleri, lokaliteler, yiikseklik, toplama tarihleri,

habitat, toplayici ad1 ve numarasi

50 | S.germanicopolitana A4 Cankir: Ilgaz-Cankir1 yolu, 9 km. Mese acikligi, H.D.
ssp.germanicopolitana Y: 1100-1150 m. T:22.10.2001 metamorfik arazi 8650
51 | S. syriaca C6 Hatay: Belen Atik yaylasi ¢evresi Kalker yamaglar H.D.
SSp. nusairiensis Y: 970-980 m. T: 16.08.2000 8438
52 | S. libanotica C6 Gaziantep: Nizip-Gaziantep yolu, 18 | Tarla aciklig1 H.D.
ssp. microchylamys km. Y: 750 m. T: 12.08.2000 8427
53 | S. libanotica C8 Mardin: Derik-Diyarbakir yolu, 1 km. | Taslik alanlar, bag aralar1 | H. D.
ssp. kurdica Y: 770-900 m. T: 12.08.2000 8428
54 | S. libanotica B7 Malatya: Darende-Malatya yolu 47 | Kalker kayalik arazi, step | H. D.
ssp. kurdica km. Y: 1600 m. T: 13.08.2000 8435
55 | S. libanotica C4 Karaman: Karaman -Mut yoluSertavul- | Pinus nigra ve J. excelsa | H. D.
ssp. linearis Mut aras1 Y: 1420-1480 m. T: 03.10.2000 | agiklig, kalker arazi 8450
56 | S. libanotica C5 Hatay: Iskenderun, Arsus, Avcilar | Dere yatagi, H.D.
ssp. libanotica suyu cevresi Y: 50-80 m. T: 09.08.2000 | serpantin kumtast 8419
57 | S. libanotica C4 Antalya: Alanya, Gokbel Yayla-Arpali | Yiiksek dag stebi H.D.
ssp. violascens Y: 1750 m. T: 18.08.1999 7082
58 | S. libanotica C4 Konya: Hadim-Beyreli yolu, 15 km. Step, kalker kayalik H.D.
ssp. violascens Y: 1700-1800 m.  T: 04.10.2000 8460
59 | S. armeniaca A8 Bayburt: Bayburt-Askale yolu 13 km. | Step, hareketli yamaglar | H. D.
Y:1600-1650 m.  T:05.08.2001 8635
60 | S. serratifolia B4 Konya Konya-Beysehir yolu, 50 km. Pinus  nigra  agikhig, | H. D.
Y: 1350 m. T: 31.07.2000 kalker hareketli kayalik | 8417
61 | S. pisidica C3 Konya: Derebucak, Camlik cevresi Kalker kayalik H.D.
Y: 1400-1500 m.  T: 31.07.2000 8416
62 | S. athoa B1 Balikesir: Edremit, Kazdagi, Sarikiz | Kalker acik alan H.D.
Tepe etekler Y: 900 m. T: 27.07. 2000 8400
63 | S. perfoliata C6 Hatay: Antakya-Yayladag yolu, Maki acikligi, H.D.
Senkoy-Kislak Y:900m. T: 11.08.2000 | kalker kayalik 8423
64 | S. perfoliata A6 Tokat: Erbaa- Niksar yolu, 12 km. Maki acikligi, H.D.
Y: 300 m. T: 05.08.2001 metamorfik yamag 8634
65 | S. akmanii B3 Afyon: Sandikli, Kumalar dagi, | Volkanik arazi, H.D.
Sandikli-Suhut yolu A. flavescens stebi 8408
Y: 1400-1600 m.  T: 29.07.2000
66 | S. vuralii C4 Icel: Giilnar,Giilnar-Ermenek yolu, | Juniperus excelsa H.D.
25km. Y:1300-1400m. T:03.10.2000 | a¢ikligi, kalker kayalik 8454
67 | S. vuralii C4 Igel: Giilnar,Giilnar-Ermenek  yolu, | Juniperus excelsa | H. D.
25km. Y: 1300-1400m. T:03.10.2000 | a¢iklig1, kalker kayalik 8454
68 | S. gulendamii B3 Eskisehir: Sivrihisar, Sivrihisar-Afyon | Marn-jipsli step H.D.
yolu, Asagikepen giineyi 8653
Y: 880-900 m. T:26.10.2001
69 | S.scardica Al Kirklareli:  Demirkdy, Derekoy- | Mese agikligi, H.D.
ssp. scardica Sarpdere Koy yolu, 20 km kalker kayalik 8629
Y: 650 m. T:03.08.2001
70 | S. athoa Bl Izmir: Bergama, Geyikli Dag, | Pinus brutia agikhig, H.D.
Incecikler-Kozak yaylas arasi kalker kayalik 8404
Y: 600-700 m. T: 28.07.2000 m.
71 | S. athoa B1 Balikesir: Edremit Kazdag: Pinus brutia agiklig H.D.
Y: 1000 m. T: 10.10.2002 8811
72 | S. huber-morathii C6 Hatay: Antakya-Yayla dag yolu, | Maki acikligi, H.D.
Senkdy, Ziyaret Dag1 kalker kayalik 8424
Y:900-1200 m. T: 11.08.2000
73 | S. caesarea B6 Kayseri: Sariz,Binboga Dagi, Dayioluk | Yiiksek dag stebi, kalker | H. D.
dogusu Y: 2500-2650 m. T: 12.08.2001 8646
74 | S. caesarea B6 Kayseri: Sariz,Binboga Dagi, Yalak- | Kalker, taglik yamaglar | H. D.
Korkuyu arasi 8437
Y:2000-2100m.  T: 13.08.2000
75 | S. ozturkii C3 Konya: Derebucak, Camlik, Kizildag | Pinus nigra agikhigl, H.D.
Y: 1600-1700 m. T: 04.10.2000 serpantin alan 8465
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3.1.2. Tampon ve Cozeltiler

Protein izolasyonu icin gerekli cozeltiler

Ekstraksiyon tamponu: 0,5 M Tris-HCL (pH 6,8), % 10 (w/v) SDS, 2-
Merkaptoetanol, % 74 (w/v) Ure, Saf su.

Protein elektroforezi icin gerekli cozeltiler

% 12’lik poliakrilamit jel: % 29,2 (w/v) Akrilamit, % 0,8 (w/v) N, N’ Metilen-bis-
akrilamit, 1,5 M Tris-HCI (pH 8,6), % 10 (w/v) SDS, % 10 (w/v) Amonyum
persiilfat, TEMED (N,N,N’,N’ Tetrametiletilendiamin), Saf su.

Elektroforez stok yiiriitme tamponu (pH 8,3) (5x): 25 mM Tris, 250 mM Glisin, % 1
(w/v) SDS, Saf su.

Stok boya ¢ozeltisi: % 2’lik Coomassie Brillant Mavisi G-250 (1 g boya, 46,5 ml

(2N) HCI, 1 litreye saf su ile tamamlanmustir).

Boyama ¢ozeltisi I: 25 ml % 100 (w/v) TCA (Trikloroasetik asit), 82,5 ml Metanol,
142,5 ml Saf su.

Boyama ¢ozeltisi II: 150 ml stok boya ¢ozeltisi (% 2’lik Comassie Brillant Mavisi G-
250), 35 ml 10N (w/v) KOH, 25 ml % 100 (w/v) TCA.

3.1.3. Sterilizasyon

Steril kullanilmas1 gereken tiim tampon ve cozeltiler, 121 °C’de 20 dakika

sterilizasyona tabi tutulmustur
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3.2. Metot

3.2.1.Tohumdan depo protein izolasyonu

Bitkilerin tohumlarindan depo protein izolasyonu Saraswati ve arkadaglari (1993)
[44] tarafindan kullanilan yonteme gore yapilmistir. Her tiir i¢in 40’ar mg olacak
sekilde tohum tartilarak havanda toz haline getirilmistir. Toz halindeki ornekler 1,5
ml’lik ependorf tiiplerine konularak iizerlerine ekstraksiyon tamponu ilave edilmistir.
Tiipler oda sicakliginda 1 gece bekletilmistir. 3 dk. kaynar suda birakilmis ve 10 000
rpm de 10 dk. santrifiijlenmistir. Santrifiij isleminden sonra iistte kalan sivi kisimdan

5 Wl alinarak % 12 lik poliakrilamit jele yiikleme yapilmistir.

3.2.2. Sodyum dodesil siilfat poliakrilamit jel elektroforezi (SDS-PAGE)

Tiirlere ait toplam protein izolatlarina SDS-PAGE uygulamasi Laemmli (1970)
[144], Bushuk ve arkadaslari (1997) [145] ile Demiralp ve arkadaslari (2002)’nin
[146] Onerdigi yoOntemlere gore yapilmistir. SDS-PAGE elektroforezinde (Owl
Separation Systems, P10DS, 147566) dikey konumda 200 x 200 mm boyutlarinda bir

elektroforez cihazi kullanilmistir.

%12’1ik poliakrilamit jel hazirlanip, jelin iizerine %10’luk amonyum persiilfat (APS)
ve 0,04 ml/lt tetrametiletilen diamit (TEMED) ilave edilerek kaliba (160 x 180 x 1,0
mm) dokiilmiistiir. Polimerlesme tamamlandiktan sonra elektroforez cihazina
yerlestirilmistir. Elektroforez islemi 20 mA sabit akimda, 16-18 °C sabit sicaklikta,
izleme boyas1 jelden ¢ikana kadar (6-8 saat) yiiriitillerek gerceklestirilmistir.
Elektroforez isleminin tamamlanmasindan sonra jeller boyama cozeltisi I’e alinarak
bir gece boyunca bekletilmis ve daha sonra boyama ¢ozeltisi II’ye alinmistir. Saf su

ile birka¢ kez yikandiktan sonra fotograflar ¢ekilmistir.
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3.2.3. Genetik uzaklik tayini

SDS-PAGE ile elde edilen protein bantlar1 birbirleriyle karsilastirilarak, bant varlig
1, yoklugu ise O olarak sayilmistir. Nei’nin genetik uzaklik metodu UPGMA [147]
ile tiirlerin protein profilleri karsilagtirilarak, tiirler arasindaki filogenetik iliskiyi

gosteren dendrogram olusturulmustur.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

Sideritis tiirlerine ait 54 taksonun 74 populasyonundan ve Stachys woronowii’ye ait
1 populasyondan tohum depo proteinleri izole edilmis ve Sodyum Dodesil Siilfat
Poliakrilamit Jel Elektroforezi’nde (SDS-PAGE) vyiiriitiilmiistiir. SDS-PAGE ile elde
edilen jeller tespit edilip, boyanmig ve fotograflan ¢ekilmistir (Sekil 4.1- Sekil 4.4).
Daha sonra Sideritis tiirlerinin jel iizerinde olusturdugu protein bantlar1 birbiriyle
karsilastirilarak her bir bantin her tiir i¢in varligr 1, yoklugu ise O olarak sayilmistir.
Tiirler arasindaki genetik uzakliklar POPGEN istatistik programi kullanilarak
hesaplanmis (Cizelge 4.1) ve tiirler arasindaki filogenetik iligkiyi gosteren

dendogram olusturulmustur (Sekil 4.5).



1 2

Sekil 4.1.
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3 4567 8 910 111213141516 17 18 19 20
skl Labad i1 da a1 l:Reli )

116kDa

66 kDa

45 kDa

25 kDa

18 kDa

14 kDa

Sideritis tiirlerinin tohum depo proteinlerinin elektroforetik profilleri (1.
jel) 1. 8. lanata (HD 7120) 2. S. lanata (HD 7260) 3. S. romana ssp.
romana (HD 7281) 4. S. curvidens (HD 7276) 5. S. montana ssp.
montana (HD 7258) 6. S. montana ssp. montana (HD 7259) 7. S.
montana ssp. remota (HD 7287) 8. Stachys woronowii (HD 7301) 9.
S. hololeuca (HD 8451) 10. S. phlomoides (HD 8643) 11. S. aytacii
(HD 8447) 12. 8. sipylea (HD 8655) 13. S. erythrantha var. erythrantha
(HD 8409) 14. S. erythrantha var. Erythrantha (HD 8660) 15.S.
erythranta var. cedretorum (HD 8455) 16. S. brevidens (HD 8453) 17.
S. stricta (HD 7078) 18. S. stricta (HD 8411) 19. S. vulcanica (HD
8430) 20. Marker (B-galaktosidaz 116 kDa, sigir serum albumini 66
kDa, yumurta albumini 45 kDa, laktat dehidrojenaz Bsp 981 25 kDa, B-
lactoglobulin 18 kDa, lizozim 14 kDa)
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 1011 12 13 14 15 16 17 18 19 20

Sekil 4.2. Sideritis tiirlerinin tohum depo proteinlerinin elektroforetik profilleri (2.
jel) 1. S. condensata (HD 8444) 2. S. condensata(HD 8410) 3. S.
tmolea (HD 8656) 4. S. congesta (HD 8412) 5. S. cilicica (HD 8351)
6. S. niveotomentosa (HD 8378) 7. S. arguta (HD 8442) 8. S. lycia
(HD 7077) 9. S. lycia (HD 7280) 10. S. leptoclada (HD 8659) 11. S.
brevibracteata (HD 8440) 12. S. brevibracteata (HD 7081) 13. S.
albiflora (HD 7150) 14. S. rubriflora (HD 8658) 15. S. rubriflora (HD
8383) 16. S. argyrea (HD 8441) 17. S. bilgerana (HD 8452) 18. S.
bilgerana (HD 8448) 19. S. hispida (HD 8462) 20. S. dichotoma (HD
8652)
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 101112 13 14 15 16 17 18 19 20

116kDa

66 kDa

45 kDa

25 kDa

18 kDa

Sekil 4.3. Sideritis tiirlerinin tohum depo proteinlerinin elektroforetik profilleri (3.
jel) 1. 8. taurica (HD 8651) 2. S. trojana (HD 8810) 3. S. phrygia
(HD 8466) 4. S. amasiaca (HD 8445) 5. S. amasiaca (HD 8633) 6. S.
galatica (HD 8649) 7. S. germanicopolitana ssp. viridis (HD 8617)
8. S. germanicopolitana ssp. viridis (HD 8631) 9. S. germanicopolitana
ssp. viridis (HD 8630) 10. S. germanicopolitana ssp. germanicopolitana
(HD 8616) 11. 8. germanicopolitana ssp. germanicopolitana (HD 8650)
12. S. syriaca ssp. nusairensis (HD 8438) 13. S. libanotica ssp.
microchylamys (HD 8427) 14. S. libanotica ssp. kurdica (HD 8428)
15. §. libanotica ssp. kurdica (HD 8435) 16. S. libanotica ssp. linearis
(HD 8450) 17. 8. libanotica ssp. libanotica(HD 8419) 18. S. libanotica
ssp. violascens (HD 7082) 19. S. libanotica ssp. violascens (HD 8460)
20.Marker (B-galaktosidaz 116 kDa, sigir serum albumini 66 kDa,
yumurta albumini 45 kDa, laktat dehidrojenaz Bsp 981 25 kDa, (-
lactoglobulin 18 kDa)
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9 10 11 12 13 14 15 16 17 18

116kDa

66 kDa

45 kDa
|| 25kDa

 w 18kDa

Sekil 4.4. Sideritis tiirlerinin tohum depo proteinlerinin elektroforetik protein
profilleri (4.jel) 1. S. armeniaca (HD 8635) 2. S. serratifolia (HD 8417)
3. S. pisidica (HD 8416) 4. S. athoa (HD 8400) 5. S. perfoliata
(HD 8423) 6. S. perfoliata (HD 8634) 7. S. akmanii (HD 8408)
8. S. vuralii (HD 8454) 9. S. vuralii (HD 8454)  10. S. gulendamii
(HD 8653) 11. S. scardica (HD 8629) 12. S. athoa (HD 8404)
13. S. athoa (HD 8811) 14. S. huber-morathii (HD 8424) 15. S. caesarea
(HD 8646) 16. S. caesarea (HD 8437) 17. S. ozturkii (HD 8465)
18. Marker (B-galaktosidaz 116 kDa, sigir serum albumini 66 kDa,
yumurta albumini 45 kDa, laktat dehidrojenaz Bsp 981 25 kDa, -
lactoglobulin 18 kDa, lizozim 14 kDa)



Cizelge 4. 1. Sideritis L. tiirlerinin protein profilleri sonucu elde edilen genetik uzakliklar
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Cizelge 4. 1. (Devam)

39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56

57

Sideritis L.

tiirlerinin protein profilleri sonucu elde edilen genetik uzakliklari

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38
39 40 41 42 43 44 45 46 47 48 49 50 51 52 53 54 55 56 57

57 57 34 44 23 23 26 26 23 26 21 26 23 23 23 18 32 32 26 18 18 26 18 29 18 18 18 18 18 16 16 13 18 I8 11 2 2 9

57 57 34 44 23 23 26 26 23 26 23 29 26 26 26 21 34 34 29 21 21 29 21 26 21 21 21 21 21 18 18 16 21 21 13 4 4 11
2 *

54 54 32 40 21 21 23 23 21 23 21 26 23 23 23 18 32 32 26 18 18 26 18 29 18 18 18 18 18 16 16 13 18 I8 11 2 2 9

0 2 *

54 54 32 40 21 21 23 23 21 23 21 26 23 23 23 18 32 32 26 18 18 26 18 29 18 18 18 18 18 16 16 13 18 18 11 2 2 9

0 2 0 *

54 54 32 40 26 26 29 23 26 29 26 26 29 29 29 23 32 32 26 23 23 21 23 34 23 23 23 23 23 21 21 18 23 23 16 6 6 9

4 6 4 4 =

54 54 32 40 26 26 29 23 26 29 26 26 29 29 29 23 32 32 26 23 23 21 23 34 23 23 23 23 23 21 21 18 23 23 16 6 6 9

4 6 4 4 0 *

61 61 37 34 37 37 40 34 37 34 32 26 29 29 29 34 32 32 37 34 34 32 34 47 23 29 23 23 29 26 26 23 18 18 21 16 16 18
1316 13 139 9 =

54 54 32 40 21 21 23 23 21 23 21 26 23 23 23 18 32 32 26 18 18 26 18 29 18 18 18 18 18 16 16 13 18 18 11 2 2 9

02 0 0 4 4 13 *

54 54 32 40 26 26 29 23 26 29 26 26 29 29 29 23 32 32 26 23 23 21 23 34 23 23 23 23 23 21 21 18 23 23 16 6 6 8

4 6 4 4 0 0 9 4 *

54 54 32 40 21 21 23 23 21 23 21 26 23 23 23 18 32 32 26 18 18 26 18 29 18 18 18 18 18 16 16 13 18 18 11 2 2 9

02 0 0 4 4 130 4 =

54 54 32 40 21 21 23 23 21 23 21 26 23 23 23 18 32 32 26 18 18 26 18 29 18 18 18 18 18 16 16 13 18 I8 11 2 2 9

0 2 0 0 4 4 130 4 0 *

54 54 32 40 21 21 23 23 21 23 21 26 23 23 23 18 32 32 26 18 18 26 18 29 18 18 18 18 18 16 16 13 18 18 11 2 2 9

02 0 0 4 4 130 4 0 0 *

57 57 40 37 34 34 37 32 34 32 34 34 37 37 37 32 29 29 34 32 32 29 32 44 32 26 21 21 26 23 23 21 21 21 23 18 18 21
16 18 16 16 11 11 11 16 11 16 16 16 *

57 57 40 37 34 34 37 32 34 32 34 34 37 37 37 32 29 29 34 32 32 29 32 44 32 26 21 21 26 23 23 21 21 21 23 18 18 21
16 18 16 16 11 11 11 16 11 16 16 16 0 *

57 57 40 37 34 34 37 32 34 32 34 34 37 37 37 32 29 29 34 32 32 29 32 44 32 26 21 21 26 23 23 21 21 21 23 18 18 21
16 18 16 16 11 11 11 16 11 16 16 16 0 0 *

57 57 40 37 34 34 37 32 34 32 34 34 37 37 37 32 29 29 34 32 32 29 32 44 32 26 21 21 26 23 23 21 21 21 23 18 18 21
16 18 16 16 11 11 11 16 11 16 16 16 0 0 0 *

57 57 40 37 34 34 37 32 34 32 34 34 37 37 37 32 29 29 34 32 32 29 32 44 32 26 21 21 26 23 23 21 21 21 23 18 18 21
16 18 16 16 11 11 11 16 11 16 16 16 0 0 0 0 *

54 54 37 34 32 32 34 29 26 23 26 26 29 29 29 23 26 26 26 23 23 26 29 40 29 23 18 18 23 21 21 18 23 23 26 21 21 23
18 21 18 18 18 18 18 18 18 18 18 18 6 6 6 6 6 *

54 54 37 34 37 37 40 34 37 29 32 32 34 34 34 29 26 26 32 29 29 26 29 40 29 23 18 18 23 21 21 18 18 18 21 21 21 23
18 21 18 18 13 13 13 18 13 18 18 18 2 2 2 2 2 9 *

oy



Cizelge 4. 1. (Devam) Sideritis L. tiirlerinin protein profilleri sonucu elde edilen genetik uzakliklar

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38
39 40 41 42 43 44 45 46 47 48 49 50 51 52 53 54 55 56 57 58 59 60 61 62 63 64 65 66 67 68 69 70 71 72 73 74 7T5

58 54 54 37 34 37 37 40 34 37 29 32 32 34 34 34 29 26 26 32 29 29 26 29 40 29 23 18 18 23 21 21 18 18 18 21 21 21 23
18 21 18 18 13 13 13 18 13 18 18 18 2 2 2 2 2 9 O *

59 54 54 32 40 32 32 34 29 32 29 26 21 23 23 23 29 37 37 32 29 29 26 29 40 18 29 29 29 29 26 26 23 23 23 16 11 11 13
9 119 9 4 4 4 9 4 9 9 9 16 16 16 16 16 23 18 18 *

60 61 61 37 34 26 26 29 29 26 29 26 32 29 29 29 23 26 26 32 23 23 32 23 34 23 18 13 13 18 16 16 13 13 13 16 6 6 13
4 6 4 4 9 9 9 4 9 4 4 4 11 11 11 11 11 13 13 13 13 *

61 61 61 37 34 32 32 34 29 32 34 32 32 34 34 34 29 26 26 32 29 29 26 29 40 29 23 18 18 23 21 21 18 18 18 21 11 11 13
9 119 9 4 4 4 9 4 9 9 9 6 6 6 6 6 139 9 9 4 *

62 54 54 32 40 21 21 23 23 21 23 21 26 23 23 23 18 32 32 26 18 18 26 18 29 18 18 18 18 18 16 16 13 18 18 11 2 2 9
02 0 0 4 4 130 4 0 0 O 16 16 16 16 16 18 18 18 9 4 9 *

63 54 57 34 32 23 23 26 26 23 32 29 29 26 26 26 26 29 29 29 26 26 29 21 37 21 21 21 21 21 18 18 16 16 16 13 9 9 11
6 9 6 6 11 11 116 11 6 6 6 18 18 18 18 18 21 21 21 11 6 11 6 *

64 64 54 54 32 40 21 21 23 23 21 23 21 26 23 23 23 18 32 32 26 18 18 26 18 29 18 18 18 18 18 16 16 13 18 11 2 2 9
0O 2 0 0 4 4 130 4 0 0 0 1616 16 16 16 18 18 18 9 4 9 0 6 *

65 54 54 26 40 32 32 34 29 32 29 26 26 29 29 29 23 32 32 26 23 23 21 23 34 23 23 23 23 23 21 21 18 29 29 21 16 16 18
13 16 13 139 9 18 13 9 13 13 13 21 21 21 21 21 23 18 18 13 18 13 13 21 13 *

66 61 61 37 34 32 32 34 29 32 34 32 32 34 34 34 29 26 26 32 29 29 26 29 40 29 13 18 18 23 21 21 18 18 18 21 11 11 13
9 119 9 4 4 4 9 4 9 9 9 6 6 6 6 6 139 9 9 4 0 9 11 9 13 *

67 61 61 37 34 32 32 34 29 32 34 32 32 34 34 34 29 26 26 32 29 29 26 29 40 29 13 18 18 23 21 21 18 18 18 21 11 11 13
9 119 9 4 4 4 9 4 9 9 9 6 6 6 6 6 139 9 9 4 0 9 119 130 *

68 61 61 37 34 32 32 34 29 32 34 32 32 34 34 34 29 26 26 32 29 29 26 29 40 29 13 18 18 23 21 21 18 23 23 26 16 16 18
1316 13 139 9 9 13 9 13 13 13 11 11 11 11 11 13 13 13 13 9 4 13 16 13 9 4 4 *

69 57 57 29 44 29 29 32 26 29 32 29 29 32 32 32 26 34 34 29 26 26 23 26 37 26 26 26 26 26 23 23 21 32 32 23 13 13 16
1 13 11 11 6 6 16 11 6 11 11 11 18 18 18 18 18 21 21 21 11 16 11 11 18 11 2 11 11 6 *

70 54 54 32 40 26 26 29 23 26 29 26 26 29 29 29 23 32 32 26 23 23 21 23 34 23 23 23 23 23 21 21 18 29 29 21 11 11 13
9 119 9 4 4 139 4 9 9 9 16 16 16 16 16 18 18 18 9 13 9 9 16 9 4 9 9 4 2 *

71 54 54 32 40 26 26 29 23 26 29 26 26 29 29 29 23 32 32 26 23 23 21 23 34 23 23 23 23 23 21 21 18 29 29 21 11 11 13
9 119 9 4 4 139 4 9 9 9 16 16 16 16 16 18 18 18 9 13 9 9 16 9 4 9 9 4 2 0 *

72 54 54 32 40 21 21 23 23 21 23 21 26 23 23 23 18 32 32 26 18 18 26 18 29 18 18 18 18 18 16 16 13 23 23 16 6 6 13
4 6 4 4 9 9 184 9 4 4 4 2121 21 21 21 18 23 23 13 9 134 11 4 9 13139 6 4 4 *

73 61 61 37 34 26 26 29 29 26 29 26 32 29 29 29 23 26 26 32 23 23 32 23 34 23 18 13 13 18 16 16 13 18 18 21 11 11 18
9 119 9 13 13139 139 9 9 16 16 16 16 16 13 18 18 18 4 9 9 11 9 13 9 9 4 11 9 9 4 *

74 61 61 37 34 26 26 29 29 26 29 26 32 29 29 29 23 26 26 32 23 23 32 23 34 23 18 13 13 18 16 16 13 18 18 21 11 11 18
9 119 9 1313139 139 9 9 16 16 16 16 16 13 18 18 18 4 9 9 11 9 13 9 9 4 11 9 9 4 0 *

75 65 65 40 37 29 29 32 32 29 32 29 34 32 32 32 26 29 29 34 26 26 34 26 32 26 21 16 16 21 18 18 16 21 21 23 13 13 21
11 13 11 11 16 16 16 11 16 11 11 11 18 18 18 18 18 16 21 21 21 6 11 11 13 11 16 11 11 6 13 11 11 6 2 2 *

84



42

r 9 lanata HD 7120

L 5 lanara HD7260
5 romana sspromana HD 7281
5 curvidens HD 7276

Stachys woronowsi HD 7301

5 montanassp. remota HD 7287
Somontana ssp. montana HD 7258
S montana s5p. montana HD 7259

5 edliciea HD 8351

A hololeuca HD 8451
S phlomoides HD 2843
A awaci HD 8447

& Brevidens HD 8453

5 condensataHD 2444

5 condensata HD 2410
A, stpplea HD 8655
A erpthrantha var. cedretorumHD 8455

5 expthrantha var. expthvanthaHD 8409
5 expthrantha var. exytrantha HD Baall
A sticta HD 7078

5 sticta HD 8411

5 vuleariea HD 8430

& prolea HD 8656

& congesta HD 8412

5. albiflaya HD 7150

A leptoclada HD BR52

sarguta HD 8442

5 Brevibracteata HD 2440

5 brevibracteara HD 7021

A fveita HD 7077

A Ipeia HD 7280

5 miveotomentosa HD 8378
3. argrrea HD 5441

A rubriflora HD 8658

A rubnflora HD B383

el b |

5 hispida HD B462
5 perfoliata HD 8423
5 huber-movathii HD 8424

5, servanfolia HD 2417
. taurica HD RéA51

o, bileerana HD B452

A bilgerana HT R448

5 pexfoliata HD 2634

4, athoa HD 2400

A permanicopolitana ssp.germ. HD 8650
A, germamicopolitana ssp. gevm, HD 8616
S, permanicopolitana ssp. virdis HD 8630
5 permanicopolitana ssp. wividis HD 8617
A, phyygio HD 8468

4, dichotoma HD 3652

& wafana HD 8210

A armermiaca HD 2635

5 permanicopolitana ssp. wividis HD 8631

g amasiaea HD 8445
. amasiaca HD 8633
4. galatica HD RE49
5 pisidica HD 2416
A vuralii HD 8454
g. vumrafz'z'_ﬂD 2454
. alenanil HD 5405
5 seardica ssp. seardica HD 8629
A, athea HD 8404
. athea HD 8511

5 pulendaraii HD 8653
5 ozturiai HD 8485
A caesarea HD Bade

4 HD 2437
fr— ?z%ﬁs;;ia ssp. Hhanatica HD 3419

A Bhanatica ssp. Iinearis HD 3450

Sekil 4.5. Sideritis tiirlerinin
dendrogrami

S libanotica ssp. kurdiea HD 8435

5 Hhanotica ssp. kurdisa HD 8428

A swHaea ssp. nusaivensis HD 84358

5 Bhanatica ssp. mucrochplamys HD 8427
5 Hhanatica ssp. welascens HD 1082

5 libanatica ssp. vielascens HD 8440

tohum protein profillerine gore olusturulan
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5. SONUC VE ONERILER

Calisma materyalini Tiirkiye’de dogal olarak yayilis gosteren tiim Sideritis L. tiirleri
ile Sideritis cinsine yakin olan Stachys woronowii tiiriiniin tohumlar1 olusturmustur.
Sideritis tiirlerine ait 74 populasyon ile Stachys woronowii’ye ait 1 populasyondan
alman tohumlardan toplam tohum proteinleri izole edilmis ve SDS-PAGE (Sodyum
Dodesil Siilfat Poliakrilamit Jel Elektroforezi)’de yiiriitiilmiistiir. Jellerin fotograflar
cekilmis ve bantlarin varligi ve yoklugu tespit edilmistir. Tiirler arasindaki genetik
uzakliklar POPGEN istatistik programi kullanilarak hesaplanmis ve tiirler arasindaki

filogenetik iliskiyi gosteren dendrogram olusturulmustur.

Dendrogram sonuglarina gore calisilan toplam 75 ornek iki ana gruba ayrilmistir. I
grupta Hesiodia seksiyonuna ait 1 yillik Sideritis’ler ve Stachys woronowii, 11. grupta
Empedoclia seksiyonunda yer alan 49 tiir ve tiir alt1 seviyede takson yer almistir. En

cok tiirtin yer aldigi II. grup iki alt gruba ayrilmistir.

I. grupta yer alan taksonlar morfolojik olarak da cok farkli olduklar1 igin protein
profil sonuglar ile morfolojik sonuglar birbirleriyle paralellik gostermistir. I. grupta
yer alan S. lanata’min her iki populasyonunda protein bantlari tamamen ayni
cikmistir.  S. lanata bir yilliklar arasinda, ancak onlardan biraz daha ayrilmistir.
Bununla birlikte genetik uzaklik ve dendrogram sonuglarina gore Empedoclia

seksiyonuna ait tiim Sideritis tlirlerinin en uzak oldugu tiir S. lanata olmustur.

I. grupta yer alan S. curvidens ile S. romana ssp. romana’nin protein bantlar1 diger
bir yilliklara nazaran birbirlerine daha yakin c¢ikmistir. Ancak protein bantlar

tamamen ayn1 degildir. Bu iki tiir birbirine % 84 yakin ¢ikmustir.

S. montana ssp. montana’nin ise her iki populasyonunun bant profili tamamen ayni
cikmis, ancak diger alttiir S. montana ssp. remota bunlardan az da olsa farklilik
gostermistir. Bu alttiir diger alttiir S. montana ssp. montana’ya % 98 yakin ¢ikmastir.
Stachys woronowii 1. grupta bir yilliklar arasinda yer almistir. Protein profiline

bakildiginda diger Sideritis tiirlerinden farkli bir profile sahip oldugu acik bir sekilde
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goriilmektedir. Bununla birlikte bir yilliklar arasinda en yakin oldugu tiir S. montana
olmustur. Bu tiiriin S. montana ssp. montana’nin her iki populasyonu ile genetik
uzaklign %16 cikarken, S. montana ssp. remota ile %18 c¢ikmstir. Stachys
woronowii'nin en uzak oldugu tiir bir yillik olmasina ragmen diger tiim Sideritis
tiirlerinde oldugu gibi S. lanata olmustur. Bu iki tiir arasindaki genetik uzaklik %

47 dir

II. grupta 49 tiir ve tiir alt takson yer aldig1 icin bu grup protein profili sonuglari
itibari ile iki biiyiik alt gruba ayrilmistir. Morfolojik yapilarina gére bu grupta yer
almasina ragmen gruptaki diger tiirlerden kolayca ayrilan Sideritis hololeuca, S.
vulcanica, S. tmolea, S. cilicica, S. phlomoides, S. niveotomentosa, S. lycia, S.

ozturkii gibi tiirler protein profilleri yoniiyle de kolayca digerlerinden ayrilmaktadir.

Yeni tiir S. aytacii protein profilleri agisindan en c¢ok S. phlomoides ile benzerlik
gostermistir. Bu iki tiir arasinda tek bir bant farkliligi bulunmaktadir. S. ayracii S.

phlomoides’e % 98 yakin ¢ikmistir.

S. erythrantha var. erythrantha’nin iki populasyonu ile S. erythrantha var.
cedretorum birbiriyle tamamen ayni bant profiline sahiptir. Ayrica, S. brevidens ve
S. sipylea tiirleri protein profilleri acisindan bu taksona olduk¢a benzerlik
gostermektedir. S. sipylea bu taksonlara % 98 yakin cikarken, S. brevidens % 96
yakin ¢ikmastir.

Diger taksonlardan kolaylikla ayrilabilecek bir profile sahip olan S. stricta’nin iki
populasyonunun bant profilleri tamamen ayni ¢ikmistir. Bu taksona en yakin ¢ikan
iki tiir S. vulcanica ile S. tmolea olmustur. Her iki tiiriin bu taksona olan genetik

uzaklig1 % 4 olarak bulunmustur.

S. leptoclada, S. brevibracteata, S. albiflora, S. arguta ve S. lycia protein profilleri ve
dendrogram sonuglarina gore birbirlerine yakin ¢ikmastir.
S. germanicopolitana’ya bakildiginda bu taksona ait alttiirlerin protein profillerinin

hemen hemen aymi ¢iktig1 goriilmektedir. Ancak S. germanicopolitana ssp. viridis
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(HD 8631) digerlerinden biraz farklilik gostermis ve diger tiirlere olan genetik
uzakligi % 4 olarak bulunmustur. Bu nedenle dendrogramda bunlardan farkli bir

kisimda yer almistir.

S. libanotica’nn alttiirleri arasindaki bant profil farkliligr oldukg¢a dikkat ¢ekicidir.
Ozellikle S. libanotica ssp. libanotica bu tiire ait diger alttiirlerden farkli bir profil
olusturmustur. Bu nedenle bu ornekler iizerinde daha detayli calismalara ihtiyac
vardir. Ayrica, S. syriaca ssp. nusairensis tiirii S. libanotica tiirlerine ¢ok yakin
cikmistir. S. libanotica ssp. libanotica’nin diger S. libanotica alttiirlerine olan genetik

uzaklig1 % 6 olarak bulunmusgtur.

S. perfoliata’nin iki populasyonuna bakildiginda ise S. perfoliata (HD 8423)’nin bant
profilinin S. perfoliata (HD 8634)’ten biraz farkli ¢iktign goriilmektedir. Bu iki
populasyon tiiriin dagilis alanlar1 dikkate alindiginda birbirine en wuzak iki
populasyondur. Dolayisiyla olusan farklilik normaldir. Bu iki populasyon arasindaki

genetik uzaklik % 6 olarak ¢ikmistir.

Morfolojik olarak birbirine yakin olan S. galatica ile S. armeniaca, S. syriaca ssp.
nusairiensis ile S. huber-morathii tiirleri protein profilleri agisindan da birbirine
benzerlik gostermislerdir. Ayrica, S. akmanii’nin protein profili S. scardica ve S.

gulendamii ile benzerlik gostermistir.

Dendrogram ve protein profilleri sonuglarina gore S. ozturkii’ye en yakin cikan tiirler

S. caesarea, S. huber-morathii, S. gulendamii ve S. serratifolia olmustur.

Tiim populasyonlar arasindaki genetik uzaklik sonuglarina bakildiginda, iki tiir
arasindaki genetik uzaklik en fazla % 65 olarak bulunmustur. Bu uzaklik S. ozturkii

ile S.lanata ve S. stricta ile yine S. lanata arasinda ¢cikmistir.

Genel olarak ayni tiire ait populasyonlarin protein profilleri ayni1 ¢ikmis, aym tiirlere

ait alttiirler ise birbirleriyle oldukca benzerlik gostermistir. Ancak, S. libanotica
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taksonunun alt tiirlerinin protein profillerinde 6nemli farkliliklar bulunmustur. Bu

nedenle bu taksonun yeniden degerlendirilmesi gerekmektedir.

Bu caligmada arastirilan bir konu da Stachys woronowii’nin taksonomik yeri ile ilgili
durumdur. Stachys woronowii hem Stachys cinsine hem de Sideritis cinsine benzer
ozellikler tasimaktadir. Stachys woronowii (Sinonim: Sideritis balansae) poleni
Sideritis tiirlerinin aksine (4) Stachys cinsindeki gibi 3 kolpusludur. Bununla birlikte,
bu tiir Sideritis cinsine yakin karakterlere de sahiptir. Bu durumda bu tiiriin
taksonomik yeri ile ilgili bir sorun ortaya cikmaktadir. Ancak, elde edilen protein
profil sonuglara gore Stachys woronowii tiiriiniin Sideritis cinsi i¢inde mi yoksa
Stachys i¢inde mi yer almasi daha dogru tam olarak anlasilamamistir. Protein profili
sonuglarina gore Stachys woronowii bir yillik Sideritis’ler arasinda yer almistir. Buna
ragmen ortaya ¢ikan bant profili Sideritis tiirlerinden biraz daha farkhidir. Stachys
woronowii’nin taksonomik yeri ile ilgili kesin bir yargida bulunabilmek i¢in bu
tiiriin Stachys tiirleri ile olan protein profillerine de bakilmasi gerekmektedir. Bu
calismadan elde edilen sonuglar bu takdirde onem tagir. Bu iki ¢alismadan elde
edilen verilerin birlikte degerlendirilmesi ile de bu taksonomik problemin ¢oziimii

kolaylagir.

Sonu¢ olarak protein profilleri ile elde edilen genetik akrabalik, morfolojik
ozelliklere gore yapilan sistematik iliski ile benzerlik gostermistir ve elde edilen
protein profilleri Sideritis L. cinsi i¢in taksonomik problemlerin ¢o6ziimiinde
kullanilabilecek sonuglar vermistir. Bu calismada, Tiirkiye’de dogal olarak yetisen
tim Sideritis L. tiirlerinin genetik akrabaligi protein analizleri ile ilk kez
arastirilmistir. Calisma bu acidan oldukgca 6nem tasimaktadir. Bununla birlikte,
bundan sonraki yapilacak calismalarda daha polimorfik sonuglar veren RAPD,

AFLP, SSR gibi yontemlerin kullanilmasi onerilebilir.
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