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ORIGANUM L. VE THYMUS L. CINSLERINE AiT BAZI TAKSONLARIN
MOLEKULER KARAKTERIZASYONU
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Agustos 2010, 136 Sayfa

Bu calismada Antalya il sinirlart igerisinde dogal olarak yetismekte olan bazi
Origanum L. ve Thymus L. bitki materyalleri farkli lokasyonlardan toplanmis ve
morfolojik 6zelliklerine gore smiflandirilmistir. Her iki cinse ait toplam genoma ait
DNA ornekleri izole edilmis ve farkli DNA markir teknikleri kullanilarak kloroplast,
mitokondri ve nuklear genom bilgilerinden yararlanilarak cinslere ait tiirler tur,

lokasyon ve genotip duzeyinde arastirilmistir.

Calismada kullanilan 6rnekler bitkilerin ciceklenme donemlerinde, her bir tir igin 3
lokasyondan, her bir lokasyondan ise en az U¢ genotip toplanmistir. Arastirmada
kullanilan toplam genotip sayist 115 olup 63 adedi Origanum L. ve 52 adedi Thymus L.

cinsine aittir.

Origanum L. orneklerine ait DNA materyali 21 primer g¢ifti kullanilarak SSR veya
diger adiyla mikrosatellit teknigi ve bir primer c¢ifti kullanilarak SCAR teknigi
kullanilarak ¢aligilirken, Thymus L. genotipleri CpSSR, CAPS-SSR ("CAPS
Microsatellite™), CAPS ve DAMD-PZR teknikleri kullanilarak ¢alisilmustir.

Niiklear ve sitoplazmik genom tabanli SSR ve SCAR markirlarindan yararlanilarak
Origanum L. cinsine ait O. saccatum, O. solymicum, O. husnucanbaseri, O. bilgeri, O.
minutiflorum, O. majorana, O. onites, O. vulgare subsp. hirtum tirleri UPGMA ve PCO
analizleri ile karakterize edilmistir. Tiirler arasinda belirlenmis olan genetik iliskiler

morfolojik temelde yapilan taksonomik siralamay1 desteklemektedir.



Calismada Origanum L. tlrlerinden O. saccatum, O. solymicum, O. husnucanbaseri,
O. minutiflorum, O. majorana, O. onites, O. vulgare subsp. hirtum tirlerine 6zgii DNA
markirlar1 gelistirilmistir. Bu DNA markirlari, tlr teshisinde kullanilabilecek tiire 6zgii
SSR markirlar1 olup, ayrica tiirler arasi gen akisi ve dogal melezlerin tespitinde
kullanilabilecek niteliktedirler. Caligilan her bir tiirde oldukga yuksek dizeyde
varyasyona neden olan genetik heterozigotluk tespit edilmistir. Ayn tiire ait farkli
lokasyonlarda veya ayni lokasyonda gozlenen genetik varyasyonun cesitli seviyelerde
goriilmesinde cografik ve ekolojik faktorlerin de Onemli bir rolii oldugu
diistiniilmektedir. Calismada ayrica genotiplerin toplanmis oldugu yatay ve dikey
lokasyonlar arasinda genetik farkliligin bulundugu ve bu farkliligin ugucu yag igerikleri
ile iliskili olabilecegi 6n denemelerle tespit edilmistir. Bu baglamda, bu tez kapsaminda
elde edilen bulgularin sadece Origanum L. tiirlerinin genetik karakterizasyonu ile sinirli
olmadigini, ileride yapilacak 1slah caligmalarina da 151k tutacak nitelikte oldugunu

gostermektedir.

Calismanin diger bolimiinde ise, Lamiaceae familyasinin en problemli
cinslerinden biri olan Thymus L. c¢alisilmistir. Calisma materyali olarak
Antalya il smirlarinda dogal olarak yetisen T. cilicicus T. revolotus, T.
cherlerioides var. isauricus, T. leucotricus var. austroanatolicus, T. zygoides var.
lycaonicus, T. sipyleus subsp. sipyleus var. sipyleus, T. sipyleus subsp. sipyleus var.

davisianus, T. sipyleus subsp. sipyleus var. rosulans ve T. longicaulis kullanilmistir.

DNA analizleri sonucunda, Thymus L. tiir i¢i ve tirler arasindaki genetik
farkliligin yiiksek diizeyde oldugu DAMD-PZR analizleri ile ortaya konulmustur.
Thymus L. taksonlarinin genetik iliskilerinin ortaya konmasi amaciyla daha az
degisken olan kloroplast ve mitokondri lokuslar1 kullanilmistir. Thymus L.
taksonlariin kloroplast ve mitokondri lokuslarinda da DNA diizeyinde varyasyonun
varlig1 gozlenmis, ancak bu varyasyonun morfolojik gozlemlerle ortaya konulmus
olan taksonomik siralamaya uymadigi tespit edilmistir. Calismada elde edilen verilere
dayanarak Thymus L. genotiplerinin bir arada incelendiginde taksonomik sikintinin

bulundugu ve bu nedenle ileriki ¢alismalarda salt Antalya il smirlar1 degil biitiin



Turkiye genelinden toplanan 6rneklerin ITS, MatK ve mikrosatellit markirlar

yardimiyla tekrar analiz edilmesi gerektigi ongoriilmistiir.

ANAHTAR KELIMELER: Lamiaceae, Origanum L., Thymus L., SSR, PZR-RFLP,
mitokondri ve kloroplast genomlari
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ABSTRACT

MOLECULAR CHARACTERIZATION OF SOME TAXA BELONGING TO
GENERA ORIGANUM L. AND THYMUS L.

Safinaz ELMASULU

Ph. D. Thesis in Field Crops
Supervisor : Assoc. Prof. Dr. Mehmet KARACA
August 2010, 136 pages

In this study some Origanum L. and Thymus L. plant materials naturally grown at
different locations within the province of Antalya were collected based on the
morphological characteristics and classified. Total genomic DNAs belonging to both
genera were isolated and investigated using different DNA techniques to gain
knowledge of the species, type, location and genotype level utilizing chloroplast,

mitochondrial and nuclear genomes.

Plant leaf materials used in the study were collected from genotypes grown in
various different locations. From each location at least three genotypes were collected
for each species during the flowering of plants. The total number of genotypes used in
the study was 115 in total, consisting of 63 Origanum samples and 52 Thymus L.
samples. 21 SSR primer pairs in a microsatellite technique and utilizing one primer pair
in a SCAR technique were used for genetic studies of Origanum L. while CpSSR,
CAPS-SSR ("CAPS Microsatellite™), CAPS and DAMD-PCR techniques were used for
Thymus L. genetic studies.

UPGMA and PCO analyses were utilized using the SSR and SCAR markers
obtained from nuclear and cytoplasmic genomes for characterization of Origanum L.
genus O. saccatum, O. solymicum, O.husnucanbaseri, O. minutiflorum, O. majorana, O.
onites, O. vulgare subsp. hirtum species. The genetic relationships between among the
species and genotypes based on the DNA markers agreed with the morphological based

taxonomic ranking.

In this study species-specific DNA markers were developed specific to O.

saccatum, O. solymicum, O. husnucanbaseri, O. minutiflorum, O. majorana, O. onites,



O. vulgare subsp. hirtum which belong to Origanum L. genus. These DNA markers
developed in this study are SSR markers which are well qualified to be used in the
determination of gene flow between species and natural hybrids. Studies revealed that
species in Origanum genus have high level of genetic variations and most of them are
genetically heterozygous. Further studies also showed that there were great genetic
differences among the species grown in different locations indicating the effects of
geographic and ecological factors on genetic variations. Genetic differences among the
plant genotypes which were collected at horizontal and vertical locations could be
related with the essential oil contents. Thus researchers or plant breeders could obtain
genotypes with high essential oil contents using the genetic markers identified in this
study. In the other part of this study, Thymus L. which is the genus of the most
problematic and complicated member of the Lamiaceae family was studied. In the study
T. cilicicus, T. revolotus, T. cherlerioides var. isauricus, T. leucotricus var
austroanatolicus, T. zygoides var. lycaonicus, T. sipyleus subsp. sipyleus var. sipyleus,
T. sipyleus subsp. sipyleus var. davisianus, T. sipyleus subsp. sipyleus var. rosulans and
T. longicaulis naturally grown in the Antalya province were studied. In the result of this
study, it was observed that the genus Thymus L. has high level of genetic variations at
both in intra and inter species level based on the DAMD-PCR analysis.

Analyses of chloroplast and mitochondria loci of Thymus L. revealed there were
high level of variations in DNA, however, cluster analyses based on the loci could not
support the morphological relations based on the morphological observations. Based on
the data obtained from this study it was concluded that genotypes in Thymus L. might
have some kind of contaminations in terms of genotypic mixture and therefore further
studies are required to reanalyzed the genotypes of Thymus L. with additional samples
collected from more locations. The use of new markers and DNA sequencing analyses

such as ITS, Mat K and microsatellite could be useful in these types of analyses.

KEY WORDS: Lamiaceae, SSR, PZR-RFLP, mitochondri and chloroplast genomes
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ONSOZz

Tiirkiye’de bulunan tibbi ve aromatik bitkilerin biiyikk bir kismi dogal olarak
yetismekte ve son yillarda artan bir oranda kiiltiire alinmaktadir. Ancak tibbi ve
aromatik bitkiler diger kiiltiir bitkilerine kiyasla tarim1 ¢ok dar alanlarda kalmaktadir.
Gerek ekonomi ve gerekse insan sagligi agisindan disiiniildiigiinde tibbi ve aromatik
bitkilerin 6nemi kendiliginden ortaya ¢ikmaktadir. Tibbi ve aromatik bitkilerdeki etkili
maddelerin, sentetik yolla elde edilenlere nazaran, ¢ok yonlii etkiye sahip olmasi tibbi
ve aromatik bitkilerin 6nemini daha da artirmaktadir. Tibbi ve aromatik bitkilerin
bitkilerin ila¢ sanayinde kullanimi yaninda, mesrubat, parfim ve kozmetik endiistrisi
gibi alanlarda da kullanilmasi, ayrica son yillarda insanlarin sentetikler yerine dogal
tiriinlere yonelmesi tiiketimi hizlandirmis, buna bagl olarak da iiretim zorunlulugunu

ortaya ¢ikarmustir.

Bu ¢alismada Antalya il sinirlari igerisinde dogal olarak bulunan iki cinse (Origanum
L. ve Thymus L.) ait baz1 taksonlara ait ornekler dogal yayilis alanlarindan toplanilarak
Origanum L. taksonlar1 arasindaki genetik iligkiler tiirler arasi ("inter-") ve turler ici
("intra-") diizeyde belirlenmistir. Diger taraftan Thymus L. taksonlari arasindaki genetik
iligkiler morfolojik gézlemlerden oldukg¢a farkli oldugu tespit edilmis olup Thymus L.
taksonlar1 arasindaki iligkilerin gerek gruplama ("Cluster") ve gerekse de filogeni
("Molecular Phylogeny") acisindan yeniden degerlendirilmesi gerektigi ortaya

konmustur.

Yaklasik 9.000° den fazla gicekli bitki tirl Turkiye’ de dogal olarak yetismektedir ve
bunlarin 6nemli bir orani (%30’u) endemiktir. Diinya genelindeki tibbi ve aromatik
bitkilerin sadece %30’u ila¢ sanayisinde kullanilmakta olup bu oran mevcut
potansiyelin sadece %10’nu karsilamaktadir. Bu baglamada tibbi ve aromatik bitkiler
tizerinde yeni c¢aligmalarin yapilmasinin 6nemi ortaya ¢ikmaktadir. Tez kapsaminda
sadece Antalya ili siirlar icerisinde bulunan iki cins DNA diizeyinde ¢alisiimis olup;
bu tiir caligmalarin tilkemizin diger tibbi ve aromatik bitkileri lizerinde yapilacak daha
kapsamli caligmalara materyal toplama, degerlendirme ve uygulanan yontemler

acisindan katkilar saglayacagi diigiiniilmektedir.
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1. GIRIS

Glinlimiize degin Diinya genelinde 250.000 ¢icekli bitki tiiri tanimlanmistir. Ancak
bu rakamin gelecekte yapilacak arastirmalarla 500.000’e¢ ulasabilecegi tahmin
edilmektedir. Bugiin Diinya iizerinde bulunan bitkilerden yaklasik 20.000 tiiriin tibbi
amacl kullanildig: bilinmektedir. Bu baglamda Diinya florasinin 6nemli bir parcasi olan
tibbi ve aromatik bitkiler genis bir bicimde farkli floristik bdlgelere dagilmis olup
35.000-70.000 tiiriin ¢esitli kiiltiir ve cografik bolgelerde tibbi ve aromatik amaclh
kullanildig: tahmin edilmektedir (Baytop 1999, Arslan vd 2001).

Ulkelerin biyolojik zenginligi dogal olarak sahip oldugu tiir gesitliligi ile dogrudan
orantilidir. Biyolojik cesitlilik bir bolgedeki tiirlerin, ekosistemlerin ve ekolojik
olaylarin olusturdugu bir biitiin olup farkli gen havuzlarindan olusur. Anadolu canh
tiirlerin ve genetik 6zelliklerin g¢esitliligi bakimindan “tabiat miizesi” olarak nitelenecek
kadar zengin biyolojik varliklara sahiptir. Bunun baslica iki nedeni bulunmaktadir.
Bunlardan biri, Anadolu’nun cografi konumu nedeniyle {i¢ farkli kita (Avrupa, Asya,
Afrika) arasinda bir gecis bolgesinde yer almasidir. Ikinci neden ise, ¢ok kisa mesafeler
icinde ekstrem derecede farkli yeryiizii sekillerine ve buna bagli olarak da degisik lokal
iklimlere (eko-sistemlere) sahip bulunmasidir (Cepel 1997).

Tiirkiye’de bulunan tibbi bitkilerin biiyiik bir kism1 dogal olarak yetismekte olup ¢cok
az kismu kiiltire alinmistir. Uretimleri de diger kiiltiir bitkilerine kiyasla ¢ok dar
alanlarda kalmaktadir. Gerek ekonomik agidan gerekse de insan sagligi acisindan
diisiiniildiglinde tibbi bitkilerin 6nemi kendiliginden ortaya c¢ikmaktadir. Tibbi
bitkilerdeki etkili maddelerin sentetik yolla elde edilenlere nazaran etkisinin ¢cok yonli
olmasi, tibbi ve aromatik bitkilerin ila¢ sanayi yaninda, mesrubat, parfiim ve kozmetik
endistrisi gibi alanlarda da kullanilmasi, ayrica insanlarin sentetikler yerine dogal
tiriinlere yonelmesi tiiketimi hizlandirmis, buna bagl olarak da iiretim zorunlulugunu

ortaya ¢ikarmistir.

Tiirkiye, aromatik bitkiler arasinda yer alan Lamiaceae (Ballibabagiller) familyasi

icin 6nemli bir gen merkezidir. Diinyada yaklasik 220 cinse sahip olan bu familya,



Tiirkiye’de toplam 45 cins ile temsil edilmektedir (Baser 1994). Ozellikle Akdeniz
bolgesinde yaygin durumda olan Origanum L., Thymbra L., Satureja L. ve Thymus L.
cinslerinin ortak 6zelligi yiliksek miktarda ugucu (eterik=esansiyel) yag icermeleridir.
Bu cinslere ait ugucu yag igerikleri incelendiginde en énemli maddelerin; timol, timol
metil eter, karvakrol, sineol, simol ve linalool oldugu tespit edilmistir. Icerdikleri bu
maddelerden dolay1 sinir sistemi ve dolagim sistemi bozukluklarinda ve idrar soktiirticii,
dezenfektan, antiseptik vb etkileri nedeniyle de c¢ok eski c¢aglarda oldugu gibi
giiniimiizde de hala kullanilmaktadir (Messegue 1998). Ulkemizde "Kekik", Thymus L.
cinsine giren bitkilere verilen genel bir isim olmasina ragmen diger cinslere (Origanum
L., Thymbra L., Satureja L.) ait tiirler de halk arasinda ‘kekik” olarak
adlandirilmaktadir (Arslan vd 2002, Baydar 2005).

Lamiaceae familyasina ait Origanum L. ve Thymus L. cinslerinin Glkemizdeki
dagilimi incelendiginde, bu bitkilerin 6nemi agik bir bicimde ortaya c¢ikmaktadir.
Origanum L ve Thymus L. cinslerine ait taksonlarin gesitliligi bakimindan {ilkemiz
olduk¢a zengindir. Diinya ilizerinde 10 ayr1 boliim (seksiyon) igerisinde 51 taksonu (44
tdr ,5 alt tlr ve 2 varyete) bulunan Origanum L. cinsinin lkemizde 26 taksonu (23 tir,
3 alt tir) bulunmakta, 13’i Diinya genelinde sadece iilkemiz sinirlar1 i¢inde yer
almaktadir. Diger bir deyisle, Diinya’da bilinen 51 Origanum L taksonunun %50’si
Tirkiye’de yayilis gostermektedir. Bu da, iilkemizin Origanum L. tdrlerinin gen
merkezlerinden biri olduguna iliskin giiclii bir kanittir (Ietswaart 1982, Davis 1988,
Guner vd 2000).

Thymus L. cinsinin Dunya Uzerinde 250 taksonu (214 tir ve 36 alt tir)
bulunmaktadir. Tiirkiye florasinda 37 tiir ve 55 taksonla (tiir, alt tiir, varyete)
temsil edilen Thymus L. cinsi (Jalas 1982, Davis 1988, Glner vd 2000), Yildiz vd
(2004) tarafindan yapilmis olan revizyon calismasi sonucunda 38 tiir, 55 takson
olarak degerlendirilmistir. Tiirkiye florasinda bulunmayan iki tiir, T. Syriacus Boiss.
ve T. ararati-minoris Klokov & Shost. eklenmistir. Tiirkiye florasinda yer alan
iki takson, T. sibthorpii Bentham ve T. thracicus Velen. var. longidens
(Velen) Jalas’in iilkemizde bulunmadigina karar verilmis ve lilkemizde

yetisen tirlerin, tiir Gistii siniflandirilmasi diizenlenerek, 4 seksiyon ve 7 alt



seksiyona ayrilmistir. Tiirkiye’de bulunan Thymus L. cinsine ait tiirlerden 27’si
Diinya’da sadece iilkemiz sinirlart iginde yer almaktadir. Genis Ol¢iide eski Diinya’da
yayilis gosteren Thymus L. cinsi i¢in 6zellikle bati Akdeniz bolgesi gen merkezi olarak
kabul edilmektedir (Jalas 1982, Davis 1988, Giiner vd 2000). Cizelge 1.1°de Origanum

L. ve Thymus L. cinslerinin sistematikteki yeri verilmistir (Davis 1988).

Cizelge 1.1. Origanum L. ve Thymus L. cinslerinin sistematikteki yeri

Turkce Latince Taksonomik Siralama
Bitkiler Plantae Alem ("Reghum™)
Tohumlu Bitkiler Spermatophyta Bolum ("Divisio™)
Kapali Tohumlular ~ Angiospermae Altb6lim ("Subdivisio™)
Cift Cenekliler Dicotyledoneae Sinf ("Classis")
Asteridae Asteridae Altsinif ("Subclass")
Lamiales Lamiales Takim ("Ordo")
Ballibabagiller Lamiaceae Familya ("Family")
Nepetoidae Nepetoidae Altfamilya ("Subfamily™)
Kekik Origanum L., Thymus L. Cins ("Genus")

Son yillarda, ozellikle de son yirmi yilda, Diinya genelinde tibbi ve aromatik
bitkilerin ila¢ sanayisi i¢in kullaniminda biiytik artis goriilmektedir (Hoareau ve Dasilva
1999). Diinya Saghk Orgiiti (WHO) 20.000 civarinda bitkinin tibbi amaglarla
kullanildigin1 saptamistir. Dort bin bitkisel drog yogun olarak kullanilirken 400 kadar
drogun da ticareti yapilmaktadir (Baser 1998). Ancak yeryiiziinde 350.000 civarinda
oldugu tahmin edilen bitki tiirlerinin hala biiylik bir boliimii fitokimyasal ve

farmakolojik potansiyelleri yoniinden arastirilmamistir (Hostettmann ve Marston 2002).

Ulkemiz 6teden beri tibbi ve aromatik bitkileri ihrag eden énemli iilkeler arasinda yer
almaktadir. Tiirkiye’den ihra¢ edilen kekigin tahminen %90 gibi ¢ok biiyiik bir bolimii
Origanum L. cinsine giren O. onites (Izmir kekigi), O. vulgare ssp. hirtum (istanbul
kekigi veya diger bir ismi kara kekik), O. minutiflorum (Sitgiiler kekigi), O. majorana
(Beyaz kekik veya Alanya kekigi) ve O. syriacum var. bevanii (Suriye kekigi)
tirlerinden elde edilmektedir. Bu Origanum tirleri icerisinde blylk paya (tahminen
%80) O. onites sahiptir (Baser 2002).

Kekigin ulusal ekonomiye olan katkis1 ve yore halkina sagladigi ek gelir yadsinamaz.

Ulkemiz sahip oldugu mikro klima zenginligi ile pek ¢ok tibbi ve aromatik bitkinin



yetistirilmesine elveriglidir. Yapilmasi gereken, ilk asamada ihrag¢ edilebilir veya yerli
sanayimizde kullanilabilir bitkilerin saptanmasi ve 1slah edilerek iiretilmesidir. Daha
sonraki sathada, ham droglarin ihracatinin artirilmasi yaninda islenmis kaliteli drog
iiretimi gergeklestirilmelidir (Sar1 ve Oguz 2002). Ancak iilkemizin bu bitkiler a¢isindan
sahip oldugu potansiyel degerlendirildiginde, sorunlarin ¢oziimiine yonelik olarak

yliriitiilmiis olan 1slah ve agronomi agirlikli ¢alismalarin yeterli olmadigi goriilmektedir.

Agronomi ve 1slah ¢alismalarinda temel amag, yetistirme teknigine yonelik problemi
cozerken verim ve kaliteyi de yiikseltmektir. Ele alinacak agronomi ve 1slah
calismalariyla, bitkilerin kullanilan kisimlarinin verimini artirmanin yaninda bu
kisimlardaki etkili madde miktarinin da artirilmasi hedeflenmektedir. Ancak etkili
madde miktarinin kalitesi de ayr1 bir dnem tasimaktadir. Bu nedenle yiiksek verimli
tirlerin bulunmasinda ve gelistirilmesinde nicelikten ¢ok nitelik {izerinde durulmasi
gerekmektedir. Giintimiizde etkili maddelerin kullanimindaki en dnemli sorun, genetik
heterojenlikten kaynaklanan degiskenliklerdir. Bu heterojenlik ise cogunlukla dogal
tozlanma ve dollenmeden kaynaklanmaktadir. Bu nedenle etkili madde igerikleri
bitkiden bitkiye 6énemli varyasyon gosterebilmektedir (Franz ve Novak 2002, Makri
2002).

Fenotipik 0zelliklere goére yapilan morfolojik-agronomik gruplamalar gevreden
etkilenen ve sayica da az olan karaktere dayandigindan dolayi, gercekte uzak iliskili iki
grup oldukca yakin akraba olarak goriilebilmektedir. Ayrica bu karakterler birbirine
oldukca yakin genotipler arasinda sinirlt sayida polimorfizm gostertmektedir (Cloutier
ve Landry 1993, Sengicek 2000). Bireyler veya populasyonlar arasindaki varyasyon
biyokimyasal parametrelere (izoenzim analizi ve tohum depo proteinleri) dayandirilarak
da belirlenebilmektedir. Ancak, biyokimyasal parametrelerden olan enzim markirlar
pratik ve bilgi verici olmasina ragmen polimorfizim dereceleri DNA markirlarina gore
diisiik olmas1 yanm sira enzim izolasyonu i¢in taze bitki kaynagi gerektirmesi gibi

nedenlerden dolay1 kullanim1 sinirlidir (Ince vd 2008, Karaca vd 2008).

Gegtigimiz ylizyilin sonlarina dogru gelistirilmis olan molekiiler biyoloji teknikleri,

ozellikle de molekiiler markir (belirteg) yontemleri, tiire 6zel markirlarin belirlenmesi



ve bu tlire 6zel markirlarin bitkiler arasindaki genetik iligkilerin saptanmasi ve
taksonomisinde kullanilma olanaklarini saglamistir (Aydin 2004). Bu yontemler klasik
yontemlere gore biiylikk avantajlar saglamaktadir. Morfolojik ve biyokimyasal
markirlarin uygulamadaki yetersizlikleri molekiiler markirlarin kullanilmasiyla ortadan
kalkmistir. Molekiiler teknikler, diger tekniklere gore daha fazla avantajlara sahip olup,
cevre faktorlerinden etkilenmezler ve polimorfizm oranlar yiiksektir. Ayn1 zamanda
pleiotropik (bir genin birden fazla fenotipik karakter tzerindeki etkisi) ve epistatik (bir
karakterin ortaya ¢ikmasindan sorumlu olan farkli genler arasinda baskilayici etkilerin
olmast durumu) etki gostermeyip son derece stabildirler (Soller ve Beckmann 1983,
Tanksley 1983, Bretting ve Widrlechner 1995, Javornik 2002, Karaca ve Ince 2008,
Ince vd 2009).

Glintimiize degin ¢ok sayida DNA markir teknigi gelistirilmis olmakla birlikte
bunlardan hangisinin kullanilacagi bircok faktoére baglidir. Bu faktorlerin basinda
basitligi, dogrulugu ve tekrarlanabilirligi gelmektedir. Mikrosatellit teknolojisi
tekrarlanabilirlik ve basitlik agisindan en onde gelen markir sistemi olmakla birlikte
lizerinde caligilan genoma O0zgii primerler gerektirmektedir. Ancak Origanum L.
tiirlerinde kullanilan mikrosatellit primerleri mevcut olup bu c¢aligmada kullanilmistir.
DAMD-PZR ve PZR-RFLP markir sistemleri genoma 6zgii primerler gerektirmedigi

icin ¢alisma kapsaminda kullanilmistir.

Bu ¢alismada Antalya il sinirlari igersinde dogal olarak yetismekte olan 8 Origanum
L. ve 9 Thymus L. taksonu toplanmis ve morfolojik 6zelliklerine gére betimlenmistir.
Betimlemeleri yapilmis taksonlara ait kloroplast, mitokondri ve niiklear genom
bilgilerinden yararlanilarak genetik iligkileri saptanmistir. Caligmada kullanilan bitki
materyallerinin toplanmasinda her bir lokasyondan en az ii¢ genotip toplanmis olup
bitkiler arasindaki genetik iliskiler genotip, lokasyon ve tiir diizeyinde belirlenmistir.
Calismada ileriki aragtirmalara 151k tutacak bulgular arasinda Origanum L. cinsine giren
bazi tiirlerin teshisinde kullanilabilecek DNA markirlar1 belirlenmistir. Ayrica Thymus
L. cinsine giren bazi taksonlarin taksonomik agidan sorunlu oldugu saptanmis ve daha

detayli ¢alismalarin yapilmasi gerektigi tespit edilmistir.



2. KURAMSAL BILGILER ve KAYNAK TARAMALARI

Kozmopolitan olan ballibabagiller familyasinda yaklasik 220 cins ve 4000’den fazla
tiir bulunmaktadir (Kaufman ve Wink 1994). Bu familya iiyeleri ugucu ve aromatik yag
icermelerinden dolay1 farmakoloji ve parflimeri sanayinde onemlidir. Eterik yag ve
baharat olarak kullanildig1 gibi siis bitkisi olarak da yetistirildigi bilinmektedir (Se¢gmen
vd 1995). Ulkemizde bu familyaya ait 45 cins ve 546 tiir ve 731 takson bulunmaktadir
(Baser 1993). Lamiaceae familyasinin yaklasik 220 cinste gruplanmis toplam 4000’den
fazla tir bulunmakla birlikte smiflandirilmasinin sorunu oldugu bilinmektedir

(Kaufman ve Wink 1994).

2.1. Origanum L.

Origanum L. cinsine ait 49 tiirden 46’s1 Akdeniz havzasindaki dar alanlarda oldukga
smirl yayilis gostermektedir. Bu tiirlerden {igiiniin yayilist Fas ve Giiney Ispanya ile
ikisinin yayilis1 ise Cezayir ve Tunus ile smirhdir. Ug tiir Libya’ya endemiktir,
dokuzunun yayilist Yunanistan, Giiney Balkanlar ve Anadolu ile sinirhdir (altist
Yunanistan’da lokal olarak yayilis gostermektedir). 21 tiir Turkiye, Kibris, Suriye,
Liibnan da vyayihs gdstermektedir. Son olarak sekizi Israil, Urdiin ve Sina
yarimadasinda lokal olarak yayilis gostermektedir (Kokkini 1997). Origanum cinsine ait

tiirler 10 seksiyon altinda toplanmistir. Bu seksiyonlar agagida belirtilmistir.

I. Amaracus (Gleditsch) Bentham seksiyonu: Bu seksiyonda timi Akdeniz
bolgesinin dogusunda yayilis gosteren 7 tiir bulunmaktadir. Bu tiirler genellikle mor
pulsu yaprakli (bract), 1 veya 2 dudakli digsiz kaliks ve keseli (saccate) korollaya
sahiptir.

Il. Anatolicon Bentham seksiyonu: Bu seksiyona ait 8 tiir bulunmaktadir.
Yunanistan, Tiirkiye, Liibnan ve Libya’da olduk¢a sinirli bir dagilim gdstermistir.

Tirler belirgin bir sekilde 2 dudakli 5 disli ¢anak yapraklara sahiptir.



I11. Brevifilamentum letswaart seksiyonu: Bu seksiyon, ¢ogunlukla Tiirkiye nin Dogu
bolgelerinde ve dar alanlarda yayilis gosteren 6 tiirii kapsamaktadir. Bu tiirlerde ¢anak
yapraklar 2 dudakli, erkek organlar uzunluk bakimindan belirgin bigimde farkli, {istte

yer alan ¢ok kisa ve ta¢ yapragin i¢inde yer almaktadir.

IV. Longitubus letswaart seksiyonu: Bu seksiyon sadece bir tlrl( icermektedir.
Amanos Daglari’nin birka¢ bolgesinde bulunmaktadir. Bu tiir tam belirgin olmayan bir
bigimde iki dudakli ¢anak yaprakli, ta¢ yaprak dudaklar tiipe ve cok kisa erkek

organlar tastyan iplik¢ige (staminal filaments) dogru oldukca agili bigimde yer almistir.

V. Chilocalyx (Briquet) letswaart seksiyonu: Bu seksiyonda, Girit adasinin veya
Giliney Anadolu’nun lokal endemiklerini igeren 4 tiir vardir. Bitkiler, hafifce (slightly)
iki dudakli ve bogazi bariz bir bicimde yumusak seyrek tiiylerle (pilose) kapli ¢anak
yapraklara sahiptir.

VI. Majorana (Miller) Bentham seksiyonu: Bu seksiyon 3 tir ve O. syriacum tlriine
ait varyetelerle birlikte 5 taksonu icermektedir. Ug tiir de 1 dudakli ¢anak yaprak ve
yesil renkte braktelerle karakterizedir. O. syriacum cografik olarak yayiliglar
birbirinden farkli i{i¢ varyeteye ayrilir. Bunlar genellikle tiyliilik ve yaprak
sekillerindeki farkliliklar nedeniyle ayrilirlar.

VII. Campanulaticalyx letswaart seksiyonu: Bu seksiyona ait 6 lokal endemik tr
bulunmaktadir. Bitkilerin canak yapraklar1 kismen esit boyda 5 dise sahiptir ve meyveli

donemde de ¢ansi bigimlidir.

VIII. Elongatispica letswaart seksiyonu: Bu seksiyon Kuzey Afrika’nin 3 lokal
endemik tiirtinii icermektedir. Daginik ve ince basakli, 5 esit dise sahip boru bigiminde

canak yapraklarla karakterize edilir.

IX. Origanum seksiyonu: Bu seksiyon sadece O. vulgare tiruni icermektedir. Kuzey
Afrika ve Avrasya’da genis Ol¢iide yayilis gosteren ve insanlar tarafindan taginan bu

tire Kuzey Amerika’da da rastlanmigtir. O. vulgare yogun basakli, meyvede asla



topagsi bigime doniismeyen 5 disli boru bigiminde ¢anak yapraklidir. Bu tiire ait 6 alt
tiir, tiylilik durumu, yaprak, canak yaprak ve brakteler iizerindeki sapsiz salgi
bezlerinin sayisi, braktelerin, ¢igeklerin rengi ve boylarindaki farkliliklarla ayrilirlar. En
giineyde yayilis gosteren O. vulgare’nin 3 alt tiirii ugucu yaglar bakimindan zenginken,
kuzey bolgelerde yayilis gosteren alt tiirlerin ugucu yaglar bakimindan fakir olduklar
saptanmistir.

X. Prolaticorolla letswaart seksiyonu: Bu seksiyonda Akdeniz’in dogu ve bati
kisimlarina endemik 3 tiir bulunmaktadir. Bu tiirler yogun basak ve meyveli donemde

topagst sekle doniisen boru bigiminde ¢anak yapraklara sahiptir (Kokkini 1997).

2.2. Thymus L.

Tiirkiye florasinda 37 tiir ve 55 taksonla (tiir, alt tiir, varyete) temsil
edilen Thymus cinsi (Jalas 1982, Davis 1988, Guner vd 2000), 2004 yilinda Bayram
Yildiz tarafindan yapilan revizyon calismasi sonunda 38 tiir, 55 takson olarak
degerlendirilmistir (Yildiz 2004). Thymus tdrleri, ginodioiklik ve kimyasal
polimorfizm olarak iki tip polimorfik varyasyon godstermektedir.
Ginodioiklik, bir tiiriin dogal populasyonlarinda disi ¢i¢ekli ve hermafrodit cicekli
bireylerin bir arada bulunmasi durumudur. Hermafrodit bireylerde hem polen hem
de oviil olustururlarken, disi bireylerde ise sadece ovul mevcuttur. Thompson ve
Manicacci (1998) Fransa ve Ispanya'da yaptiklar1 arastirmalarda Thymus
populasyonlarinda disi ¢icekli bireylerin oraninin %5-90 arasinda degistigini,
ortalama %60 civarinda oldugunu belirlemislerdir. Ancak, tim ginodioik
bitkilerde oldugu gibi mekanizma karmasiktir. Tiim ginodioik bitkilerde oldugu
gibi, Thymus tarlerinde de hem niiklear kalittim hem de sitoplazmik kalitim
bulunmaktadir (Stahl-Biskup 2002).

2.3. Taksonomide Yaygin Olarak Kullanilan Karakterler ve Markirlar

Bir bireyi baska bir bireyden ayirmak veya onunla kiyaslamak i¢in kullanilan bireyin
kendine 0zgu yapi, sekil ve davramis Ozelliklerine “karakter” denir. Genellikle

morfolojik ve anatomik karakterlerin kullanildigi, klasik taksonomi, bunlara ek olarak,



palinolojik, embriyolojik, sitogenetik, fitokimyasal ve molekiler karakterlerin
kullanildigi modern taksonomi anlayisina yerini birakmistir. Gegtigimiz yiizyilin
sonlarina dogru molekiiler biyoloji alanindaki gelismelere paralel olarak molekiiler
markir (ve ozellikle DNA dizi analizleri) teknolojileri taksonomik ayrimda nesnel ve

vazgecilmez araglar haline doniismiislerdir (Ince vd 2005).

Tek bir karaktere gore yapilan smiflandirma genellikle yanlis ve eksik olmaktadir.
Smiflandirmada segilen karakterler esit taksonomik deger tasimali ve diger karakterlerle
uygunluk gostermelidir. Sistematikte kullanilan temel karakterler 8 grupta toplanabilir.
Bunlar i) morfolojik karakterler, ii) anatomik karakterler, iii) palinolojik ve
embriyolojik karakterler, iv) sitolojik karakterler, v) fitokimyasal karakterler, vi)
biyokimyasal markirlar (enzim veya protein markirlari), vii) molekiiler markirlar ve

viii) kombine sistemler (Sytsma ve Pires 2001).

2.3.1. Morfolojik karakterler

Klasik taksonomide genellikle morfolojik (hayat formu, kok, govde, yaprak, ¢icek ve
cicek durumu, meyve, tily durumu) ve anatomik karakterler (yaprak ve odun anatomisi)
kullanilmaktadir. Giiniimiizde genetik, fitokimya ve palinoloji konularinda bir hayli
ilerlemelere ragmen, morfolojik karakterler somut nitelikleri nedeniyle sistematikte

kullanilan temel karakter olma &zelligini korumaktadir (Digrak ve I¢lim 2002).

Morfolojik karakterler kolaylikla gozlemlenebilen teshis anahtarlarina gore
betimlemede pratik kullanimi1 bulunan karakterlerdir (Judd vd 2007). Ancak morfolojik
karakterler giinimiizde de kullanilmasina ragmen, incelenen o6zelliklerin c¢evre
kosullarindan etkilenmeleri, her tiir i¢in morfolojik varyasyonun yeterli diizeyde
olmayisi, ¢alisilan karakterlerin bir lokusla sinirlayici olusu ve bazi karakterlerin ortaya
cikmasi i¢in generatif doneme kadar beklenmesi bu yontemi genetik varyasyonu ortaya

koymada ¢ogu kez basarisiz kilmaktadir (Sytsma 1990).

Morfolojik karakterler temelinde yapilan tanimlamalar bazi durumlarda genotip ve
tiirler arasindaki akrabaliklar arasinda karisiklikla sonuglanabilmektedir. Sytsma (1990)

ve Sytsma ve Pires (2001) DNA ve morfolojik temelli yaklasimlarla incelenen bitki



gruplarinin ¢ogunda elde edilen filogenetik sonuglarin yakin benzerlik gosterdigini ve
her iki yaklasiminda birlikte g6z oniinde bulundurularak yapilan ¢aligmalarin filogenik

acidan daha nesnel sonuglar ortaya koyacagini bildirmislerdir.

Staub vd (1996) morfolojik markirlarin; sayilarinin az olmasi, ¢evre faktorlerinden
etkilenmesi, epistatik ve pleiotropik etkilere maruz kalmasi, genellikle resesif olmalari
ve bir¢ogunun mutasyonlar sonucu olugmasi gibi olumsuz Ozellikleri nedeniyle

kullanimlarinin sinirli oldugunu belirtmistir.

Goniiz ve Ozgoriicii (1999) Origanum onites L.’in yiikseklik degisikliklerine bagh
olarak morfolojik, anatomik, ekolojik ve fenolojik 6zellikler iizerindeki degisiklikler ile
eterik yag miktarindaki farkliliklar1 arastirmislar, yiikseklik artisina paralel olarak iletim
dokusu ve korteks alanlarinda bir artigi, benzer sekilde bitkinin gévde ve alt yaprak
boylarinda bir azalma gozlediklerini, eterik yag miktarinin da yiikseklige paralel olarak

arttigini bildirmislerdir.

Novak vd (2002) Origanum L. cinsinde kaliks bigimlerinin kalitimini incelemisler, 5
farkli kaliks karakterinin 5 farkli tek genin kontrolii altinda oldugunu bildirmisler,
Origanum cinsinde tiirler aras1 melezlemeleri tanimlamak igin morfolojik markir olarak

kaliks bigimlerinin kullanilabilecegini ifade etmislerdir.

Kofidis vd (2003) Origanum vulgare L. turunde yiikseklik (200, 950 ve 1760 m) ve
mevsimin (Nisan-Ekim) yapraklardaki yapisal 6zellikler iizerine olan ortak etkilerini
aragtirmalart sonucunda yiiksekligin artmasiyla bitki boyunun kisaldigini, biitiin
yuksekliklerde biyume periyodu siresince bitki boyunun, yaz bitkilerinde, bahar ve
sonbahar bitkilerinden daha uzun oldugunu, Ekim ayinda olgunluga ulasan yapraklarin
Haziran ayinda olgunluga ulasan yapraklardan daha kisa oldugunu ytikseklik arttikca

yapraklarin daha kalin ve yuvarlak sekillerde oldugunu belirlemislerdir.
Unal vd (2005) Antalya icin endemik olan Origanum solymicum P.H. Davis,

Origanum husnucanbaseri H. Duman, Z. Ayta¢ & A. Duran, Origanum bilgeri P.H.

Davis ve Origanum minutiflorum O. Schwarz & P.H. Davis tirlerinin biyolojik
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ozelliklerini belirlemek {izere yaptiklari ¢aligmada; O. bilgeri tiiriiniin yetistigi topragin
organik madde ve azot igerigi bakimindan diger tiirlerin yetistigi topraklara gére daha
zengin oldugunu ve biitiin tiirlerin yetistikleri topraklardaki organik madde ve azot
icerigi ile organlardaki azot ve protein igerigi arasinda bir paralellik oldugunu, tespit
etmiglerdir. Morfolojik karakterler yoniindense, c¢alismada kullanilan O. solymicum
tiirlinlin digerlerinden daha uzun boylu, daha biiyiik brakte, kaliks, korolla ve tohumlara
sahip iken, O. husnucanbaseri tiiriiniin kisa boylu olmasina ragmen, biiyiik brakte,
kaliks, korolla ve tohumlara sahip oldugunu, O. bilgeri ve O. minutiflorum ise kigcik
boylu olup kiigiik brakte, kaliks, korolla ve tohumlara sahip ve ayrica O. minutiflorum
tiiriiniin diger ii¢ tiirden farkli olarak daha fazla 6bek olusturdugu ve buna bagl olarak

verimliliginin daha fazla oldugunu bildirmislerdir.

Manicacci vd (1996) Thymus vulgaris tiiriiniin disi ve hermafrodit bireylerinin bir
arada bulundugu ginodioik bir tiir oldugunu ve disi bireylerin dogal populasyonlarda
biiyiik olgtide farklilik gosteren frekanslarda bulundugunu belirtmislerdir. Cinsiyet
olusumunun erkek kisirliktan yani disi fenotipten sorumlu sitoplazmik ve erkek
fertilitenin onarimindan yani hermafrodit fenotipten sorumlu ¢ekirdege 6zgii genlerle

iligkisi oldugunu ifade etmistir.

Manicacci vd (1998) Thymus zygis ve Thymus mastichina tirlerinde cinsiyet ve
iireme sistemlerindeki genel Ozellikler iizerinde yaptiklar1 calismada disi ciceklerin
frekanslarinin tiirler ve dogal populasyonlar arasinda yiiksek ortalamada oldugunu ve
belirgin bicimde farklilik gosterdigini bildirmislerdir. Populasyonlardaki disi ¢icek
frekansinin yiiksek olusu ve eseysel fenotipte goriilen baskin maternal kalitim T. zygis
ve T. mastichina turlerinde de T. vulgaris’te oldugu gibi cinsiyet tayininin ¢ekirdek
sitoplazmik faktorlerin etkisinde oldugunu ve ginodioik o6zellik gosterdigini

bildirmislerdir.

Akgin (2006) Thymus L. cinsine ait bazi tiirler iizerinde morfolojik ve kimyasal
karakterler kullanarak yapmis oldugu calismada morfolojik ve kimyasal verilerden elde
edilen dendogramlarin benzer oldugunu, ancak ug¢ucu maddelerin ¢evresel faktorler

tarafindan degisebilmesi nedeniyle Thymus L. tiirlerinin lokalitelerine bagli olarak
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ucucu yag iceriklerinin farklilik gosterdigini, kantitatif karakterler temelinde yapilan
analizlerin taksonlar arasindaki olasi iligkileri agiklamada morfolojik karakterlere gore

daha giivenilir sonuglar verdigini bildirmistir (Akgin 2006).

2.3.2. Anatomik karakterler

Anatomik karakterler bitki taksonomisi ve filogeninin aydinlatilmasinda 6nemli bir
yere sahiptir. Ancak cevresel faktorlerin anatomik karakterler Uzerinde buyik rol
oynamasi nedeniyle morfolojik 6zellikler olmaksizin anatomik ozellikler iizerine tek
basina siniflandirma yapilamamaktadir. Anatomik karakterlerin baginda yaprak ve odun
anatomileri gelmektedir. Yaprak anatomisinde, epidermis htcrelerinin 6zellikleriyle,
palizat ve siinger tabakalarmin ozellikleri, odun anatomisinde ise iletim demeti

ozellikleri 6n plana ¢ikmaktadir (Digrak ve I¢lim 2002).

2.3.3. Palinolojik ve embriyolojik karakterler

Polen morfolojisi, tiir, cins ve daha yukar1 sistematik kategorilerde hem taksonomik
hem de filogenetik agidan 6nemli deger tasimaktadir. Cogu kez bir taksona ait olan
polen tipi degismez, sabittir. Boyle taksona “Stenopalinoz takson” denir.
Asclepiadaceae, Cruciferae, Lamiaceae ve Graminaea familyalar1 baslica 6rneklerdir.
Polen tipi degisken olan takson ise “Euripalinoz takson” olarak adlandirilmaktadir.
Euripalinoz familyalarin sayist olduk¢a ¢oktur. Bunlardan olan Verbenaceae familyasi
diger oOzellikleriyle Lamiaceae familyasina ¢ok benzemektedir. Polen tanelerinin
taksonomik degeri olan baslica 6zellikleri; 1) polenler lizerinde yer alan oluklarin sayisi
ve yapist, ii) agikliklarin (apertiir) ve yapisi, iii) eksin zar (dis zar) {izerindeki slslerin

bi¢imi (ornemantasyon), seklinde siralanmaktadir(Digrak ve i¢lim 2002, Judd vd 2007).

Akyalgm (2003) Tirkiye’de yetisen Origanum L. cinsine ait 22 taksonda polen
morfolojisini incelemek amaci ile morfolojik karakterlerin yani sira 151k ve elektron
mikroskobu kullanarak yapmis oldugu inceleme sonucunda Chilocalyx seksiyonuna ait
O. bilgeri, O. minutiflorum ve O. micranthum tiirlerinde benzer polen yapilarinin
oldugunu Brevifilamentum seksiyonunda yer alan O. husnucanbaseri tirtinin ise polen

yapist bakimindan farklilik gosterdigini bildirmistir.
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Wink (2003) polen morfolojisi bakimindan Lamioideae ve Nepetoideae olmak (izere
iki alt familyaya ayrilan Lamiaceae familyasinda rbcl niikleotid sekans sonuglarinin bu
ayrimi destekledigini, iki alt familyanin sekonder metabolitler bakimindan da belirgin
farkliliklar gosterdigini, Lamioideae alt familyasinin monoterpenlerden koken alan
iridoid glikozitlerce zenginken Nepetoideae alt familyasinin ise ugucu monoterpenler

bakimindan zengin 6zellik gosterdigini bildirmistir.

Embriyolojik karakterler ise son yillarda taksonomide kullanilmaya baglanmuistir.
Taksonomik degere sahip embriyolojik ¢zellikler; diploid, haploid ve sporofit (embriyo
ve endosperm icgerir) generasyonlar olmak Uzere 3 generasyonda bulunmaktadir. Her 3
generasyonda pek ¢ok ozellik taksonomik deger tagimaktadir. Taksonomik degeri olan
embriyolojik karakterlerin basinda plasentasyon ve tohum taslag: tipleri gelmektedir

(D1grak ve Iclim 2002, Judd vd 2007).

2.3.4. Sitolojik karakterler

Sitolojik karakterlerin taksonomide kullanimi da palinolojik ve embriyolojik
karakterler gibi yeni sayilir. Bitkilerin kromozom sayilar1 ve 6zellikleri ¢ok dnceden
bilinmekle birlikte bunlarin taksonomik yonden degerlendirilmesi oldukca yeni bir
yaklagimdir. Taksonomide kullanilan sitolojik karakterlerin baginda kromozom sayisi ve
kromozom morfolojisi (biiyiikliik, hacim, bigim) gelmektedir (Digrak ve I¢lim 2002,
Judd vd 2007). Ozellikle son 15-20 yillik dénemde "Flow Cytometry", "Fluorescent in
situ Hybridization" (FISH) ve "Pulse Field Gel Electrophoresis” (PFGE) teknikleri

yaygin olarak kullanilmaya baslamistir.

2.3.5. Fitokimyasal karakterler

Bitkilerde bulunan kimyasal maddelerle filogenetik iliskiler arasinda genellikle bir
paralellik s6z konusudur. Bitkilerde kullanilabilen kimyasal maddeler 2 grupta
toplanmis olup, birinci grupta direkt olarak goriilebilen nisasta ve alevron taneleri,
rafitler vb. gelmektedir. Nisasta, plastitlerde tanecikler halinde gelisir. Tanelerin; basit
veya bilesik, diiz veya tabakali, Kalinlasma tabakalarinin (halkalar) ortak veya ayri

olmast gibi oOzellikler bunlara gesitlilik kazandirir. Rafitler ise kalsiyum oksalat
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kristallerinden olusan demet veya salkimli yapidadir. Bunlarin bitkide bulunup
bulunmayist nemli bir dzelliktir. Ornegin; Caryophyllaceae cins ve tiirlerin ayiriminda
bu 6zellikten yararlanilmaktadir. Rafitlerin 35 angiosperm familyasinda bulunduklari
tespit edilmistir. Ikinci grupta ise varligi kimyasal deneylerle tespit edilebilenler
gelmekte olup bunlar alkaloitler, glikozitler, flavanoitler, terpentinoitler, tanenler vb

olusmaktadir.

Alkaloitler ¢ok az bitkide bulunmalarindan taksonomik yodnden onemlidirler. Bir
cinsin genellikle bitin tiirleri ayn1 alkaloitleri tasimasi nedeniyle, alkaloitler cinslerin
ayrilmasinda 6nemli yer tutmaktadir. Ayrica familya diizeyinde de taksonomik deger
tasimaktadir. Diger taraftan fitokimyasal karakterlerin taksonomik ydnden
degerlendirilebilmelerini sinirlandiran bazi faktérler de soz konusudur. Bunlar i)
hiyerarsik siniflandirmanin her seviyesinde kullanilamamas ii) birincil karakter olarak
allmamamasi iii) kimyasal maddeleri tanimlamak i¢in ¢ogu kez canli materyale gerek
olmasi nedeniyle smiflandirmada pratik olmamasi iv) kimyasal maddelerin genellikle
sicaklik, mineral eksikligi gibi ortam sartlarindan etkilenmeleri v) kimyasal maddelerin
ortama adaptasyon 6zelligi konusunda ¢ok az bilginin varligi vi) kimyasal maddelerin
cogunun bitkide olusum mekanizmasinin bilinmemesi ve vii) filogenetik akrabaliklarla
kimyasal Ozellikler arasinda her zaman paralellik gostermemeleri, olarak siralanabilir.
Butiin bunlar g6z 6niinde tutulursa, tek basina kimyasal maddelerin taksonomik yénden
degerlendirilmesinin yeterli olmayacagmi ortaya koymaktadir (Digrak ve Iglim 2002,
Judd vd 2007).

Houmani vd (2002) Origanum floribundum Munby, Origanum vulgare L. ssp.
gladulosum (Desf.) letswaart ve Thymus willdenowii Boiss., Thymus algeriensis Boiss.
& Reuter tiirlerinin analiz sonucunda, 4 tiirde de karvakrol sentezinde yer alan bilesikler
bakimindan zengin olduklarini, tiir i¢i ve tiirler arasinda ugucu yag miktar1 agisindan
belirgin farkliliklarin oldugunu, Origanum floribundum tiirtinde baslica bilesenleri; p-
simen, timol ve karvakrol, Origanum vulgare L. ssp. gladulosum tiiriinde ise y-terpinen,
timol metileter, karvakrol metileter ve timol oldugunu, Thymus willdenowii tiiriinde ise
p-simen, timol ve karvakrol olusturdugunu, Thymus algeriensis turiinde de iki 6rnekten

birinde linalool digerinde ise timol bilesenince zengin oldugunu bildirmislerdir.
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Linhart ve Thompson (1999) Thymus L. cinsine ait tiirlerde, geraniol, linalol, a—
terpineol, tuyanol, karvakrol veya timol monoterpen maddelerinden birini dominant 6z
olarak tirettiklerini ve bu maddelerin bakteri, mantar, diger bitkiler ve ot¢ul hayvanlar

tizerinde toksik biiylime engelleyici 6zelliklere sahip olduklarini bildirmislerdir.

Baydar (2002), Isparta ili ekolojik kosullarinda kiiltiire alinan Izmir kekiginin
(Origanum onites L.) agronomik ve teknolojik 6zelliklerini belirlemek amaciyla, 1998
ve 2001 yillar1 arasinda yaptig1 arastirmada, yas ve drog herba verimi, ugucu yag verimi
ve igerigi ile ugucu yag bilesenlerini incelemis, dort yil ortalamasi olarak 230.5 kg/da
drog herba verimi ve 7.07 1/da ugucu yag verimi elde etmistir. Ilk bigimlerden son
bicimlere dogru gidildik¢e drog herba ve ugucu yag veriminin azaldigini, genel olarak
karvakrol iceriginin ileriki yillara dogru azaldigini, ancak ileri bigim dénemlerine dogru
arttigini, en yiiksek karvakrol oranmin ¢icek salkimlarindan elde edilen yaglarda
bulundugunu bildirerek, timol oranlarinin ise genel olarak karvakrolun tersi olan bir
seyir izledigini ve en yliksek timol oranmin yapraklardan elde edilen yaglarda

bulundugunu ifade etmistir.

Ceylan vd (2003) Antalya, Izmir ve Mugla illerinde toplam 18 bdlgede yetisen
Origanum onites L. turine ait 1362 tek bitkiden sectikleri 75 Origanum onites hattinin
ucucu yag igerigi herba verimi ve bitki agirligin1 degerlendirdikleri ¢alismada en ytiksek
kuru ve taze herba verimini Antalya-Manavgat-Side klonlarindan sagladiklarini, en
yuksek ucucu yag igeriginin ise Mugla Bodrum Yalikavak klonundan elde ettiklerini, bu
calismada yiikseklikle verim, ugucu yag igerigi arasinda pozitif bir korelasyonun
bulunmadigini bu nedenle morfolojik ve fizyolojik tanimlama ile kimyasal

kompozisyon arasinda kesin bir iligki kurmanin zor oldugunu belirtmislerdir.

Li vd (2008) kimyasal markirlarin hasattan pazarlamaya kadar tibbi bitkilerin
kalitesinde onemli rol oynadiklarimi ifade ederek, kimyasal markirlari: iyilestirici
(teropatik), canli organizmalara etki eden (biyoaktif), karsilikli etkili olan (sinerjik),

0zgiin nitelikte olan (karakteristik), karsilikli iligkisi olan (korelatif), zararli etkisi olan
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(toksik), belli bagli ve genel bilesenler (komponent) olmak {izere yedi sinif altinda
degerlendirmistir.

Mewes vd (2008) Thymus vulgaris tiiriine ait farkli orijinlerden gelen 39 aksesyonda
kisa dayaniklilik, cigeklenme baslangici, yiikseklik, kuru herba verimi, ugucu yag
icerigini belirlemek amaciyla yaptiklart ¢alismada, populasyonlar arasindaki en giicli
varyasyonun, kuru herba veriminde ve ugucu yag igeriginde oldugunu bildirmislerdir.
Vernet vd (1986) Thymus vulgaris L.’de monoterpen iiretimindeki farkliliklardan 6 ayri
kemotip karakterize ederek ugucu yag igeriginin genetik kontroliinii belirlemek
amaciyla yaptiklari g¢alismada monoterpenlerin bir dizi lokus tarafindan kontrol
edildigini bildirmislerdir. Monoterpen sentezinin dominant epistatik gen etkisi altinda

gerceklestigini bildirmislerdir.

2.3.6. Biyokimyasal markirlar

Sistematik veriler genellikle 1960’11 yillara kadar morfolojik farkliliklardan elde
edilirken, 1960’lardan sonra biyolojik makro molekiiller evrimsel ve sistematik
calismalarda giderek Onemli hale gelmislerdir (Onaric1 ve Stimer 2003). Bitkilerde
kullanilan ekstraksiyon kaynagina gore genel olarak protein (enzimatik olmayan) veya
izoenzim (enzimatik) analizi seklinde uygulanan bu markirlar, genetik markirlar
alaninda saglanan gelismenin temelini olusturmaktadir. Canli metabolizmasinda tiir
veya hiicreye 0zgii bir enzimin ayni biyokimyasal olaylar1 katalize eden ve degisik
genler tarafindan kodlanan, farkli elektrik yiiklii ¢oklu formlar1 izoenzim olarak
tamimlanmaktadir. Izole edilen proteinler veya enzimler, protein ve izoenzimleri ayirt
etmede ¢ok fazla kullanilmakta olan poliakrilamid agaroz jel elektroforesis (PAGE)
veya nisasta gibi bir destek materyali iizerinde, belli pH degerine sahip olan tampon
cozelti icinde elektrik alani yaratilarak tasidiklari yiik ve kiitlelerinin oranina (toplam
yuk/kitle) gore farkli hizlarda hareket etmeleri prensibine gore ayristirilmakta ve ilgili
proteine ait secici boyama teknikleri kullanilarak proteinin jel iginde bulundugu
pozisyon belirlenerek bu pozisyona gore farkli alleller tanimlanmaktadir (Staub vd
1996,Y1ldirim ve Kandemir 2001, Onarict ve Siimer 2003). Enzim markirlari; esbaskin
Ozellik goéstermeleri, analizlerinin ucuz ve ¢abuk olmasi gibi avantajlara sahip olmakla
birlikte, gen tirtinii olduklari igin DNA markirlarina gore sayica az olmalari, dokulara ve

gelisme donemlerine gore degiskenlik gostermeleri ve gevre faktorlerinden (6zellikle
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sicakliktan) etkilenmeleri kullanimlarini sinirlandirmaktadir (Tanksley 1983, Thomas
vd 1993).

Genellikle esbaskin allele sahip tek genle yonetilen ve lokus/allel modelleriyle
aciklanabilen izoenzim analizlerinde bitkilerin  farkli organ ve dokular
kullanilabilmektedir. Izoenzimlerin yan1 sira tohum depo proteinleri de bircok tirde
tanimlamalarda kullanilmistir. Tohumun saklanmasinin kolay olmasi, tohumun toplam
proteininden elektroforesis yapilmasi ve izoenzimlerden kolay olmasi, tohum depo

proteinlerinin kullanilmasina neden olan faktérlerdir (Bachmann 1993).

Bachmann (1993)’ a gore enzimler ile DNA markirlar1 arasindaki farklardan birisi
DNA markirlarinin sayica ¢ok fazla olmasidir. DNA markirlari genomun tiimiinii
kaplamakta iken enzimi kodlayan lokuslar genom boyunca rastgele dagilim
gostermemektedirler.

Golembievski vd (1997), izoenzim elektroforesis metodunu kullanarak .Agrostis
stolonifera gesitlerini belirlemisler, ancak simirli sayida izoenzim igermesinden dolay1
oldukca yakin genotipler arasinda ¢ok az polimorfizimin bulundugunu belirtmislerdir.
Zaouali ve Bossaid (2006) farkli cografi bolgelerden toplanmigs Rosmarinus officinalis
L. orneklerinde ugucu madde ve izozim markirlari ile yaptiklar1 populasyon yapisinin
karsilagtirmali analizi sonucunda genetik ve kimyasal verilerin biiyiik dl¢iide baglantili
odluklarini, terpenoid analiz sonuglarinin morfolojik ve izozim 6zelliklerle uyum iginde

oldugunu bildirmislerdir.

2.3.7. Molekiiler markirlar

Molekiiler markirlar, kaynagini kendilerinin {iretildigi canlilarin hiicrelerinde
bulunan DNA’lardan almaktadir. Canlilarin yapisini belirleyen genetik sifre de DNA
zincirlerinde oldugundan molekiiler markirlar, bitki populasyonundaki ¢esitlilik veya o

populasyon i¢indeki bitki genotipleri arasindaki iliskilerin tespitinde %100’e yakin
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guvenirlilikle degerlendirilmektedirler. Bugiin molekiiler markirlar bitki sistematiginde,
islahinda ve gen kaynaklarmin degerlendirilmesinde etkin olarak kullanilmaktadir
(Kaufman ve Wink 1994, Sunnucks 2000, Aydin 2004, Giilsen ve Mutlu 2005). DNA
devriminin bitki sistematigi tlizerine etkisi, fenolik bilesiklerce zengin bitki dokularinin
korunmast ve DNA izolasyonunda karsilagilan sorunlarin ¢oziimlenmesi, PZR
alanindaki gelismelere paralel bir bicimde niikleik asit temeline dayali genetik
markirlarin tiirlerin taksonomik tanimlamasinda filogenetik akrabaliklarin bulunmasi

konularinda yapilan ¢alismalari arttirmistir (Sytsma ve Hahn 1994).

Son yillarda sistematik ¢aligmalarinda yaygin olarak kullanilan molekiiler markirlar;
i) cevresel faktorlerden etkilenmezler, ii) g¢ekirdek ve farkli kalitim sekline sahip
Kloroplast ve mitokondri gibi organel genomlar ayri ayri ¢alisilabilir, iii) epistatik ve
pleiotropik etkilere hassas degildirler, iv) her bir ebeveynden gelen farkli karakterler
belirlenebildigi icin bitkilerin genetik orijini tespit edilebir, v) sonsuz sayida molekiiler
markir elde edilebilir ve vi) biitiin bir genomun analiz edilebilecegi DNA'y1 elde etmek
icin az miktarda bitki dokusu yeterli olmaktadir. (Botstein vd 1980, Tanksley 1983,
Crawford 2000, Giilsen ve Mutlu 2005).

Bitkilerde kalitim big¢imlerinde 3 farkli genom s6z konusudur. Cekirdek genomu
biparental (anne ve baba) bigimde kalitilirken kloroplast ve mitokondri genomlar1 ise
uniparental (genellikle annesel) olarak kalitilmaktadir. Organel genomlarindaki
kalitimin uniparental dogasinda rekombinasyonlar s6z konusu olmadigi i¢in filocografik
ve filogenetik calismalarda Ozellikli kilar. Kloroplast ve mitokondri ¢ogu kapali
tohumlularda maternal olarak kalitilmaktadir. Bu nedenle evrimsel iliskilerin
belirlenmesinde kloroplast ve mitokondri tabanli markirlar cekirdekten elde edilen
markirlardan daha uygundur (Kaufman ve Wink 1992, Belhassen 1993, Onaric1 ve
Suimer 2003).

Wagstraff vd (1998) Lamiaceae familyasina ait 33 tiir, rbcL ve ndhF kloroplast DNA
sekanslart ile analiz edilmis ve Lamiaceae familyasinin morfolojisinin molekiiler
filogeni ile desteklendigini bildirmislerdir. Kaufman ve Wink (1992) Lamiaceae

familyasina ait Origanum vulgare, Melissa officinale, Majorana hortensis, Mentha
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longifolia tlrlerine ait rbcL genlerinin sekans analizinden elde ettikleri bulgular
sonucunda, Origanum cinsinin bir Uyesi olan Majarona hortensis (O. majorana) ve
Origanum vulgare tiirlerine ait sekans verilerinin bu iki tiirii farkli gruplara ayirdigini
belirtmislerdir. Wink ve Kaufman (1996) Lamiaceac familyasinin Lamioideae alt
familyasina ait 25 tiirtinde rbcL gen sekanslarini analiz etmisler ve Ajuga, Lamium,
Marubium, Prostanthers, Scutellaria, Stachys, Teucrium ve Westringia cinslerine ait
tiirler arasindaki filogenetik iliskinin klasik sistematigin temel anahtar1 olan morfolojik

karakterlerle uyumlu oldugunu bildirmislerdir.

Kaufman ve Wink (1994) Lamiaceae familyasinin yaklasik 220 cinste gruplanmis
4000’den fazla tiirii kapsadigini, Lamiaceae familyasinin siniflandirmasinin hala
tartisma konusu oldugunu bildirmislerdir. Lamiaceae familyasinin Nepetoidea alt
familyasina ait 41 taksanin aralarindaki filogenetik iliskiyi belirlemek amaciyla rbcL
gen sekanslarindan elde ettikleri filogeni agacinda bu alt familyada bulunan Majarona
hortensis (O. majorana) tlrinin Origanum vulgare tlriinden 6nemli 6l¢lide uzak bir
dalda yer aldigini ve dolayisiyla Majarona’nin  kendisinin bir cins olarak

degerlendirilmesi gerektigini bildirmislerdir.

Tiim yiiksek yapili organizmalarin (6karyotlar) genomlarindaki bir veya daha fazla
ozelligin karakterizasyonu DNA bantlarinin ortaya koyulmasi ile olur. Farkli
biiyiikliikte ve farkli sayidaki DNA bantlarinin analizi her birey i¢in spesifiktir. Bu
bantlarin ortaya koyulmasi ile her birey icin DNA parmak izi elde edilmis olur. DNA
profillerinin ¢ikarilmasi ve spesifik DNA parmak izlerinin elde edilmesi su sekilde
siralanabilir: 1) bitkisel materyalin temini, ii) bitkisel materyalden DNA izolasyonu, iii)
kullanilacak yonteme gore genetik materyalin ¢ogaltilarak (6rnegin PZR), bireyler
arasindaki polimorfizimin farkli molekiiler markir teknikleri ile belirlenmesi (RAPD,
RFLP, SSR, AFLP, SCAR, SSCP) ve iv) DNA bant (markir veya amplikon)
profillerinin spesifik bir programda analiz edilmesi ve sonuglarin yorumlanmasi (Karaca

vd 2005).

DNA markir teknikleri, hibridizasyona ve PZR’ dayali teknikler olmak iizere iKi
boliime ayrilabilmektedir. Hibridizasyon temelli tekniklerde DNA/DNA veya
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DNA/RNA arasinda melez molekiiller olusturularak istenilen DNA pargalarinin
genomdaki yerleri belirlenebilmekte ve bu pargalarin nlkleotid dizileri
arastirilabilmektedir. Ayrica farkli organizma gruplarina ait genlerin ya da DNA
parcalarinin niikleotid dizisi benzerlikleri arastirilarak bu organizmalarin yakinlhk
dereceleri molekiler dizeyde tespit edilebilmektedir. Nukleik asit hibridizasyonu,
DNA'nin kromozomda yerlesim bi¢imini bozmadan in situ yapilabildigi gibi daha ¢ok
jel elektroforesisinde ayirimi yapilmis DNA ya da RNA'nin bir filtreye aktarilmasi
("Southern" veya "Northern blotting") ve daha sonra herhangi bir sekilde isaretlenmis
tamamlayict bir niikleik asit pargasi (prob) kullanimiyla saglanmaktadir (Yilmazer vd
2004)

Kesilmis pargalarin uzunluk polimorfizmi (RFLP) olarak adlandirilan ve cesitli
sekillerde kesici enzimler (restriksiyon enzimleri) ile kesilerek etiketlenmis DNA
pargalarinin ("prob") arastirilan DNA 6rnegi ile hibridizasyonuna dayali bir tekniktir.
Kesilen DNA parcaciklarinin jel elektroforesis yontemi ile ayristirilmasini ve bu
pargaciklarin membrana emdirilmesi ("blotting") sonucunda prob DNA hibridizasyonu
olaylarini icermektedir. RFLP teknigi kesim enzimlerinin tanidig1 bolgedeki tek niikleik
asit baz degisikligini dahi tanimaktadir. RFLP analizlerinin baz1 avantajlart ve
dezavantajlar1 bulunmaktadir. RFLP tekniginin avantajlar olarak i) tirler, cinsler hatta
familyalar arasinda transferi miimkiindiir. Bir bitki tiirinde RFLP markir
haritalanmigsa akraba olan bir¢ok bitki sistemi igin o haritalama bdlgesinde potansiyel
bir markir bulunuyor demektir, i) glvenilir ve tekrarlanabilirdir. Farkli
laboratuvarlarda ve farkli arastiricilar tarafindan ayni sonuglara ulasilabilmektedir, iii)
RFLP markirlart esbaskin 6zellikte olduklar1 i¢in heterozigotlarin belirlenmesinde ve
karakterizasyonlarinda kullanilmaktadirlar ve iv) orta dizeyde polimorfizm
gostermektedirler (Tanksley vd 1989). Diger taraftan RFLP tekniginin bazi
dezavantajlar1 bulunmaktadir. Bunlar; i) analizleri pahali, fazla zaman alic1 ve ¢ok fazla
1§ giicli gerektirmektedir, 1) cogu durumlarda yaygin olarak radyoaktif etiketleme
yontemi kullanilmaktadir (Bretting ve Widrlechner 1995). Ancak son yillarda fliioresan
tabanli RFLP yontemleri de gelistirilmistir, iii) yuksek kalitede ve miktarda DNA’ya
thtiyag vardir, 1v) az kopya edilen dizilislerin genomlarda belli noktalarda

kiimelenmelerinden dolay1r bazi RFLP markirlar1 genom iizerinde rastgele dagilim
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gostermedikleri igin haritalamay1 olumsuz yonde etkilemektedir. (Watson vd 1992,
Yildirim ve Kandemir 2001, Onarici ve Stimer 2003).

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) ilk olarak Kary Mullis tarafindan gelistirilmis
olup, molekiiler biyolojinin hizli bir sekilde gelismesinde katalizoér olmustur (Mullis ve
Faloona 1987). PZR hiicrede normal sartlar altinda gerceklesebilen dogal DNA
replikasyonunun laboratuvar sartlarinda bir termal dongii cihazt yardimi ile
gerceklestirilmesi temel ilkesine dayanmaktadir. PZR tekniginin ortaya koyulmasi ile
RAPD (Random Amplified Polymorfic DNA), SSR (Simple Sequence Repeat veya
Mikrosatellit), AFLP (Amplified Fragment Length Polimorphism) markir sistemleri de
gelistirilmistir (Cregan 1992).

PZR metodu adli tiptan ekolojiye ve DNA teshis calismalarindan temel arastirmalara
kadar her alanda uygulanma firsat1 bulmustur. Yontemin basit, kolay ve hizli olusu kisa
siirede kabul gérmesini saglamistir (Kumar 1989). PZR’1n c¢alisma prensibi, ¢ok az
miktardaki (genellikle ng diizeyindeki) kalip DNA’da istenen bdlgelerin in vitro
kosullarda enzimatik yollarla milyonlarca kez cogaltilip, jelde yliriitiildiikten sonra
boyanarak goriintiillenmesi seklindedir (Mullis ve Faloona 1987, Taberlet vd 1996).
Calismada kullanilacak kalip DNA incelenecek organizmalardan cesitli yontemlerle
izole edilir. Primerler kalip DNA da g¢ogaltilmak istenen bolgeye 6zeldirler ve PZR
primerleri genellikle 10-24 adet baz igermektedirler. PZR tekniginde giiniimiizde en
yaygin olarak kullanilan polimeraz enzimi Taq DNA polimerazlardir. Bu enzim
optimum 72°C sicaklikta ¢alismakta olup, 94°C gibi yiiksek sicaklifa dayaniklilik
ozelligi soz konusudur. Genomik DNA'nin kisa oligoniikleotid primerler kullanilarak
cogaltilmasi, cogaltim protokolii ve reaksiyon kosullarina karsi duyarhidir. Hedef
DNA'nin konsantrasyonu, oligoniikleotid primer, Mg*2, DNA polimeraz miktarlari,
DNA Kkalitesi ile baglanma ("annealing") sicakligi gibi termal dongi cihazi
parametreleri DNA ¢ogaltimini etkileyen faktorlerdir. Bundan dolay1 kritik parametreler
molekiiler tekniklerden herhangi birisinin g¢alismalarina baslamadan ©nce optimize
edilmelidir. PZR'in ¢alisma prensibi ard arda tekrarlanan ii¢ basamaktan olusmaktadir.
Cogaltilacak DNA’nin (kalip) yiiksek sicakliklarda denatiirasyonu ve bu islem

sonucunda tek sarmalli zincirin olusturulmasi, kullanilan primerlerin olusturulan bu tek
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zincirli DNA molekiiliinde hedef bolgelere baglanmasi ve son olarak DNA polimeraz
enzimi kullanilarak primerlerin DNA zincirini tamamlayacak sekilde uzatilarak tekrar
¢ift zincirli DNA olusturulmasidir. Bu {i¢ basamak bir dongiiyii olusturmakta ve dongl
sayis1 25-60 kez tekrarlanmaktadir. PZR tekniginin kullanim alanlari ise i) teshis, ii)
genetik yapisit degistirilen organizmalarin(GDO) tespiti, iii) molekiler klonlama iv)
DNA baz dizilislerinin belirlenmesi ve v) genetik akrabalik ve adli tip vakalariin
tespiti seklinde 6zetlenebilir (Ar1 2004).

PZR’ye dayali bazi DNA markirlarina 6rnek olarak RAPD (Rastgele Oligoniikleotid
Primerleri ile Cogaltilmig Polimorfik DNA’lar), DAMD-PZR (Dogrudan Cogaltilmis
Minisatellit DNA), PZR-RFLP (Restriksiyon Uzunluk Polimorfizmi Polimeraz Zincir
Reaksiyonu), AFLP (Cogaltilmig Par¢ca Uzunlugu Polimorfizmi), STS (Dizini
Etiketlenmis Alanlar), SSR veya Mikrosatellitler (Basit Dizin Tekrarlar1 veya STMS),
SCAR (Dizin Karakterli Cogaltilmis Bolgeler) ve SSCP (Tek Sarmal Konformasyon

Polimorfizm) drnek olarak verilebilir.

RAPD metodu PZR’ye dayali 6nemli metotlardan birisi olup, 10 niikleotid
uzunlugundaki baslatic1 (primer) DNA’lar kullanilarak laboratuvar sartlarinda enzimatik
yollarla genom {izerinde rastgele bolgelerin DNA’nin ¢ogaltilmas1 esasina dayanir.
RAPD analizlerinin bazi avantajlar1 ve dezavantajlar1 vardir. RAPD tekniginin
avantajlari i) hizli sonug vermesi, ucuz olmasi ve az is giicli gerektirmesi, ii) az miktarda
DNA’nin yeterli olmast ve iii) yiksek polimorfizm oranina sahip olmasi seklinde
siralanabir. Diger taraftan RAPD tekniginin bazi1 dezavantajlari bulunmaktadir. Bunlar
i) farkli laboratuvarlarda farkli sonuglar hatta bir termal dongii cihazindan digerine
farkli sonu¢ vermesi, ii) baskin (dominant) markir vermesi ve bu yolla elde edilen
markirlarin diger haritalara transfer edilemeyisidir (Devos ve Gale 1992, Trindade vd
2008).

Sozen ve Poyraz (2008) CTAB DNA izolasyon metodunu Origanum onites tiirlinde
uygulamislar elde ettikleri DNA nin kesim enzimleri ile basarili bir bi¢imde kesildigi,
RAPD ve ISSR primerleri ile PZR’de ¢ogaltildigin1 bildirerek sonugta CTAB

metodunun ugucu yag, alkaloit, flavanoit, fenol, terpen ve quinon gibi sekonder
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metabolit lireten diger tibbi ve aromatik bitkiler icin de etkili ve uygun bir metot
oldugunu bildirmislerdir. Katsiotis vd (2009) Origanum tlrlerinde ribozomal DNA
(rDNA) sekanslar1 ve Origanum vulgare subsp. hirtum tiiriinde rDNA sekanslar1 ve
RAPD primerleri kullanarak tiir i¢i farklilik ve filogenetik iligkileri belirlemek amaciyla
yapilan ¢aligmada tiir i¢i ve tiirler aras1 farkliligin yiiksek oldugunu bu durumun genetik
heterozigotluktan kaynaklandigini bildirmislerdir. Farkli cografi bolgelerden koken alan
Origanum vulgare subsp. hirtum tiirleri arasindaki genetik farkliligin istatistiksel

diizeyde 6nemli oldugunu bildirmislerdir.

Gounaris (2002) Origanum vulgare ve Origanum onites’in melezi oldugu diisiiniilen
Origanum x intercedens’in ebeveynleri ile genetik iligkilerini RAPD primerleri ile
analiz etmeleri sonucunda melez Origanum gesidinin genetik olarak Origanum onites’e
daha yakin oldugunu saptamislar, daha sonra yaptiklart yag icerigi analizinde ise
Origanum x intercedens’in Origanum vulgare’ye benzerlik gosterdigini, bu durumun
ucucu yag sentezini kontrol eden genlerin toplam genom kompozisyonuna olan
katkisinin sinirli oldugunu gosterdigini bildirmislerdir. RAPD primerlerinin yaprak
ucucu yag analizi ile veya tek basina kullanilmasinin iki tiirii ve melezini kolaylikla

ayirabildigini belirtmislerdir.

Klocke (2002) Origanum majorana tiirlinde hibrit 1slah1 amaciyla farkli
kaynaklardan toplanmis aksesyonlarda genetik farkliligi belirlemek amaciyla RAPD
teknigini kullanarak yapmis olduklar1 molekiiler destekli seleksiyonla segtikleri
bitkilerde homojenite elde etmek i¢in ikinci ve tigiincii yillarda kendilemislerdir. Her y1l
icin yaptiklar1 RAPD analizleri sonucu elde ettikleri soy grafiklerinde hatlardaki
farklilasmanin yildan yila artis gosterdigini, kendilemeye bagl olarak hatlar i¢indeki tek
bitkilerin genetik homojenitesindeki artisin hem grafiklerde hem de genetik

uzakliklardaki degisikligin sebebi oldugunu bildirmislerdir.

Echeverrigaray vd (2001) ticari Thymus cesitlerinde genetik ve kimyasal iliskiler
arasindaki baglantiy1 belirlemek amaciyla alti ¢esitte RAPD ve ucucu yag analizi
yapmislardir. Ugucu yag veriminin ve igeriginin genetik yapi ve c¢evresel kosullar

tarafindan biiylik Ol¢lide etkilendigini bildirmislerdir. Ugucu yag igeriginin, bitki
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genomunun tamamina dagilmis c¢ok sayida gen tarafindan kontrol edildigini
bildirmislerdir. Yapmis olduklar1 UPGMA analizi ile ugucu yaglarin kimyasal

kompozisyon analizi sonucu ¢ikan dendogramin ayni sonuglar1 verdigini bildirmislerdir.

Bazina vd (2002) Salvia officinalis tiiriine ait se¢ilmis klonlarda genetik ve kimyasal
iligkileri belirlemek iizere yapmis olduklari calismada RAPD markirlar1 ve ugucu yag
kompozisyonlar1 verileri sonucu elde edilen genetik uzakliklarin birbiri ile uyumluluk
gostermedigini, farkli monoterpen iirlinlerinin tiir igerisinde terpen sentezi ile ilgili
DNA dizilerinde olusan kiiciik degisikliklerin farkliliga yol agtigini belirtmislerdir.
Trindade vd (2008) Thymus caespititus tiiriine ait ti¢ farkli lokaliteden topladiklar1 31
ornekte ucucu yag analizi ve RAPD markirlar kullanarak molekiiler analiz yapmislar
fakat molekiiler veriler ile ugucu yaglar arasinda dogrusal bir korelasyon
bulamadiklarini bildirmiglerdir.

DAMD-PZR (Dogrudan Cogaltilmis Minisatellit DNA) yontemi bitki genomlariin
her yerine dagilmis olduklar1 i¢cin minisatellit ve satellit DNA sekanslar1 polimorfizmin
belirlenmesinde biiylik degere sahiplerdir. Minisatellitler genotipler arasinda tekrar
tinitelerinin sayisindaki farkliliklara bagli olarak yiliksek seviyede allelik uzunluk
farkliligi gosteren Okaryotik genomlarin ardisik tekrarli  bolgeleridir.  Genotip
minisatellitleri arasindaki allelik uzunluk farkliliklar: biiytik 6lgiide bilgi verici genetik
markirlardir. Bir genomun minisatellit bdlgesinin PZR ortaminda ¢ogaltiimasi
minisatellit DNA’sin1 dogrudan cogaltilmasi1 (DAMD-PZR) olarak bilinir. RAPD
teknigine benzemesine ragmen DAMD-PZR tekniginde bitki genomlarinin tekrarl
sekanslarca zengin DNA sekanslarindan gelistirilen sekansa 6zgii primerler kullanilir.
DAMD-PZR primerleri yiiksek baglanma sicakliina sahip olduklari i¢in tekrarlanabilir
Ozelliktedirler (Karaca vd 2008).

Karaca vd (2008) Salvia tirlerinde ve PZR-RFLP tekniklerini kullanarak yapmis
olduklar1 ¢aligmada DAMD-PZR tekniginin Salvia genetik c¢aligmalarinda yararl
oldugunu PZR-RFLP teknigi kullanilarak bu cinse ait tiirlere 6zgii markir elde
ettiklerini  bildirmiglerdir. Cmar vd (2009) tek lokasyondan toplanan Sideritis
erythrantha var. erythrantha, Sideritis pisidica, Sideritis libanotica subsp. linearis,

Sideritis stricta ve iki lokasyondan toplanan Sideritis arguta ve Sideritis perfoliata
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tiirlerinde minisatellit “URP-Universal Rice Primer” primeri ile DAMD-PZR teknigini
kullanarak yapmis olduklar1 ¢alismada Sideritis tiirlerindeki genetik farkliligin genis
sinirlar igerdigini, elde edilen sonuglarin klasik sistematik ve morfolojik 6zelliklerle
uyumlu  oldugunu bildirmislerdir. Ayrica DAMD-PZR tekniginin  Sideritis

genotiplerinin tanimlanmasinda etkili bir metot oldugunu belirtmislerdir.

Ince vd (2009b) RAPD, DAMD-PZR, PZR-STS markir tekniklerini, Lamiaceae
familyasinda karsilastirmak amaciyla bu familyada yer alan cinslere ait; Phlomis lycia,
Sideritis pisidica, Sideritis erythrantha, Origanum majorana, Origanum onites, Melisa
officinalis, Rosmarinus officinalis ve Teucrium scordium tiirlerinde uygulamiglar ve
tekrarlanilabilirlik yoniinden en iyi teknigin PZR-STS oldugunu, bunu sirasiyla DAMD-
PZR, RAPD tekniginin izledigini, polimorfizm bilgi icerigi yoOniindense en diisiik
degerin, mitokondri ve kloroplast bolgelerine ait markirlar olmasi nedeniyle PZR-STS
teknigine ait oldugunu, amplikon sayis1 yoniinden RAPD tekniginin en yiiksek degere
sahip oldugunu bunu DAMD-PZR, PZR-STS tekniklerinin izledigini, PZR-STS
tekniginde diisiik polimorfizm goézlenmesine ragmen Lamiaceae’nin bazi tiirlerinde
dogal olarak olusan tiirler arasi hibritlerin tanimlanmasinda son derece énemli degerde

olabilecegini bildirmislerdir.

PZR-RFLP (Restriksiyon Uzunluk Polimorfizmi Polimeraz Zincir Reaksiyonu)
teknigi, PZR ve DNA kesim enzimleriyle birlestirilmis bir tekniktir. PZR sonucu elde
edilen monomorfik PZR amplikon bilgisine dayali olarak PZR {iriiniiniin kesim
enzimleri ile muamele edildikten sonra agaroz jelde yuritilmeleri sonucu meydana
gelen uzunluk farkliliklarinin belirlenmesi temeline dayanir (Bertea vd 2006). Belhassen
vd (1993) ti¢ farkli bolgedeki dogal populasyondan topladiklart Thymus vulgaris tiiriine
ait orneklerde yapmis olduklari mitokondriyel DNA’da PZR-RFLP analizi sonucunda
populasyonlar arasinda ve populasyon i¢inde yiiksek farklilik gosterdigini

bildirmislerdir.
AFLP (Cogaltilmis Parca Uzunlugu Polimorfizmi) teknigi RAPD tekniginin

dezavantajlarini ortadan kaldirmak amaciyla gelistirilmistir. Bu teknikte DNA birisi 6,

digeri 4 baz cifti tasiyan iki kesim enzimi (ECOR I/Mse I) tarafindan kesilerek, kesilen
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pargalarin ucuna niikleotid dizilisi bilinen sentetik DNA’lar (adaptor) eklenmektedir. Bu
sentetik DNA’nin niikleotid dizilisini de tasiyan baslatict DNA’larin kullanimi ile
kismen spesifik olan DNA ¢ogaltilmaktadir. Bu ¢ogaltma islemi i) Her iki ugtan DNA
kesim enzimlerinin tanidigi diziden sonraki ilk niikleotide gore segici ¢ogaltimin
yapildig1 on tretim, i1) Asil {iretimde 6n tiretimden elde edilen pargalarin kullanimi ile
kesim enzimi tanima yerinden sonraki 2. ve 3. niikleotidler i¢in segici iiretim olmak
tizere iki asamada gerceklesmektedir. Biitiin baslaticilar sentetik uglarin niikleotid
dizisini de tasidig1 i¢in {iretim oldukga spesifik kosullar altinda gerceklesmis olur.
Uretilen parcaciklar bir baz uzunlugunu dahi ayirt edebilen poliakrilamid jelde
yiritiilerek farklilik gosteren parcaciklar tespit edilmis olur (Vos vd 1995). AFLP
teknigi i) RFLP’den hizli ve sayica daha fazla olmasi, ii) maliyet, is giicli ve giivenirlik
acisindan RAPD ve RFLP arasinda olmasi, iii) cok sayida ayni anda etkili bir sekilde
tarama yapilabilmesinden dolay1 parmak izi analizine uygunlugu, iv) genomik DNA’nin
sekans bilgisinin bilinmesine gerek olmamasi, v) polimorfizm oraninin yiiksekligi, vi)
tekrarlanabilir 6zellikte olmasi gibi avantajlara sahiptir. Ancak, ¢ogunlukla baskin
(dominant) markir vermesi pahali olmas1 ve farkli genetik haritalar arasinda transferleri

giic olmasi gibi dez avantajlar1 da bulunmaktadir (Hodkinson vd 2000).

Ayanoglu vd (2006) Origanum onites tiiriindeki genetik farkliligin belirlenmesi
amaciyla yaptig1 AFLP analizi sonucunda farkli ¢evre ve yiiksekliklerden toplanmis 42
Origanum onites ve bir Origanum vulgare tiiriindeki benzerlik dagilimi veya gruplama
ile yetisme bolgelerine bagli bir genetik yakinlik iligskisi bulunmadigini ifade
etmiglerdir. Tiirler arasindaki gen akisinin yabanci dollenmeye bagli olarak yiiksek
oldugunu ve toplandiklar1 bélgelerden bagimsiz tiirler arasinda son derece yiiksek bir

genetik heterozigotiye sahip olduklarini bildirmislerdir.

Azizi vd (2009) Origanum vulgare tiiriine ait 42 aksesyonda kullandiklarit AFLP ve
SAMPL markir sistemlerinin her ikisinin de alttiirler arasindaki iliski ve tlr igi
farkliligin belirlenmesi i¢in uygun yontemler oldugunu, SAMPL markir yonteminin alt
tir farkliliklarin1 ortaya koymada AFLP den biraz daha etkili bir yontem oldugunu
bildirmiglerdir. Her iki yontemin de morfolojik siniflandirmay1r dogrular nitelikte

sonuglar ortaya koydugunu belirtmislerdir.
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STS (Dizini Etiketlenmis Alanlar) teknigi, bir taraftan RFLP giivenilirligini ve diger
taraftan PZR kolayligin1 bir araya getiren bir tekniktir. Bu teknik ilk olarak niikleotid
dizilisi bilinen az kopyali RFLP problarindan yeterli uzunlukta (16-24 nikleotid)
baslatict DNA’lar kullanilarak gelistirilmekle birlikte giliniimiizde EST dizileri
kullanilarak olusturulmaktadir (Ince vd 2009b). Bu yontemin avantajlari arasinda 1)
cogunlukla esbaskin 0zellikte markir iiretmesi, ii) RFLP’ye gore ¢ok daha kolay, ucuz
ve hizli olmasi, iii) RAPD, DAMD-PZR, AFLP, SSR gibi az miktarda DNA'ya ihtiyac
duymasi, iv) baslatict DNA’larin iyi segilmesi sarti ile farkli haritalar arasinda
transferinin miimkiin olmasit gelmektedir. STS tekniginin dezavantajlar1 ise i) ilgili
RFLP probunun niikleik asit dizilisinin bilinmesini ve buna gore bir ¢ift baslatict DNA

gelistirilmesini gerektirmesi ve ii) polimorfizm orani orta diizeyde olusudur.

SSR veya Mikrosatellitler (Basit Dizin Tekrarlar1 veya STMS) teknigi temel olarak
Okaryotik genomlarda dagilim gosteren ardisik olarak tekrarlanan 2-6 nukleotidli
gruplar halindeki 6zel DNA kisimlarinin 6zel primer ciftleri ile ¢ogaltilmasi ve tekrar
sayisindaki farkliligin ortaya konmasi prensibine dayanan bir yontemdir (Litt ve Luty
1989, Saiki vd 1988, Karaca vd 2002). SSR primerlerinin Gretiminde genel olarak 3
farkli yaklasim s6z konusudur. Bunlar; i) genomik DNA klonlarinin SSR problariyla
hibridizasyonu yolu ile eldesi, ii) DNA veri bankalarinda SSR’larin arastirilmasi ve iii)
akraba bitki tlrlerinde gelistirilmis olan SSR’larin kullanimidir (Holton 2001, Maguire
2001, Rossetto 2001, Scott 2001). SSR ilk olarak insanlarda tanimlanmis (Weber ve
May 1989) bitkiler aleminde ise ilk ¢aligmalar tarla bitkilerinde baglamis; soya (Akkaya
vd 1992, Morgante ve Olivieri 1993), celtik (Wu ve Tanksley 1993, Zhao ve Kochert
1993), arpa (Saghai Maroof vd 1994) ve bugday (Roder vd 1995) gibi bitkilerde SSR
karakterizasyonlar1 yapilmistir. Bu teknigin avantajlari arasinda i) oldukga polimorfik
yapida olmasi, ii) organizma genomunda ¢ok sayida olmasi ve aymi tarzda dagilim
goOstermesi, iii) az miktarda DNA' ya ihtiya¢ duymasi ve iv) ylksek duzeyde guvenilir
olusu gelmektedir (Scott vd 2000, Bantte ve Prasanna 2003, Trojanowska ve Bolibok
2004). Diger taraftan yeni markir gelistirilmesi i¢in genomik DNA kituphenelerinin
tekrarlanan oligoniikleotid iceren problarla hibridizasyon yolu ile bulunmasi, niikleotid

dizilerinin belirlenmesi ve yan yana tekrarlanan yapilarin baglangi¢ ve bitis yerlerinden
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0zel baslatict DNA’lar gelistirilmesi gerekmekte ve bu da oldukga fazla is giicii
gerektiren ve yuksek maliyetli bir yontem olmasina yol agmaktadir (Scott 2001). Ancak
son yillarda EST'lerin primer ¢iftlerinin gelistirilmesinde kullaniliyor olmas1 bu sorunun

belirli bir diizeyde ¢6zmiinii saglamistir.

Novak vd (2008) Origanum vulgare’ye ait EST kiitiiphanesindeki 2031 veriden
ardisik tekrarlar1 bulan program ile in silico ortamda 47 tekrarli bolge elde etmislerdir.
Primer dizayn programi ile bu tekrarli bodlgelerden 15 tekrarda primer
gelistirilemedigini, geri kalan tekrarlarinsa sadece 13’iniin Origanum vulgare’de
polimorfizm gosterdigini ve Origanum majarona’da degerlendirdiklerini bildirmislerdir.
Bu 13 mikrosatellit lokusunun Origanum cinsi igin ilk SSR markir setini olusturdugunu,
bu markirlarin Lamiaceae familyasindaki kekik, nane, adagayr gibi yakin akraba
cinslerde de kullanilabilecegi ve genetik kaynaklarin korunmasinda, 1slah
caligmalarinda, Origanum cinsinde ve yakin akraba cinslerde evrimsel ¢alismalarda

kullanilabilecegini bildirmislerdir.

SCAR (Dizin Karakterli Cogaltilmis Bolgeler) teknigi yaygin olarak coklu ve
polimorfik amplikon tireten markir tekniklerinde (RAPD, AFLP) veya RFLP ve SSR
yontemlerinde edilen amplikonlarin DNA dizileri belirlendikten sonra bu diziler
tizerinde yeni primer ciftleri dizayn edilerek gerceklestirilen bir yontemdir. Teknigi
avantajlar1 arasinda 1) genellikle kodominant markirlar liretmesi, ii) tekrarlanabilirligi
dolaysiyla giivenilirliginin yiiksek olusu ve iii) RFLP yontemi ile karsilastirildiginda
ucuz ve hizli olmasi gelmektedir. Olumsuz yonleri ise SCAR primer ciftlerinin elde
edilisinin pahali olusu ve SCAR markirlarinin gen spesifik olmas1 nedeniyle her bir

organizmaya ve her bir gene veya genomik bolgeye 6zgl primer ciftleri gerektirmesidir.

Bu calismada ise Antalya il sinirlart igersinde dogal olarak yetismekte olan 8
Origanum L. ve 9 Thymus L. taksonu toplanmis ve morfolojik Ozelliklerine gore
betimlenmis taksonlara ait kloroplast, mitokondri ve niiklear genom bilgilerinden
yararlanilarak genetik iligkilerin saptanmasi, ¢aligmada kullanilan taksonlar arasindaki
genetik iliskilerin genotip, lokasyon ve tlr diizeyinde belirlenmesi, tiirlerin teshisinde

kullanilabilecek DNA markirlari belirlenmesi amaglanmuistir.
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3. MATERYAL ve METOT

Calisma 2005-2010 yillar1 arasinda gergeklestirilmis olup Orneklerin toplanmasi
2006-2008, laboratuvar g¢alismalart 2008-2009 ve analiz islemleri 2009-2010 yillart
arasinda gerceklestirilmistir. Bitki ornekleri Antalya florasindan (Gazipasa, Alanya,
Gilindogmus, Akseki, Serik-Bozburun, Kemer, Merkez-Sakarpinar yaylasi, Elmali,
Kumluca, Fasilis, Saklikent, Korkuteli) toplanmis ve laboratuvar c¢alismalari ise
Akdeniz Universitesi Ziraat Fakiltesi Tarla Bitkileri Bolumi Laboratuvarinda

gerceklestirilmistir.

3.1. Materyal

Arastirmada Thymus cinsine ait 9 ve Origanum cinsine ait 8 olmak tzere toplam 17
takson kullanilmistir. Bitki materyali 2007 yilinin yaz doneminde Antalya florasindan
toplanmigtir. Toplam lokasyon sayist Thymus L. icin 17, Origanum L. i¢in 21 olmak
tizere toplam 38’dir. Her bir tiir dogada var oldugu olanaklar dahilinde en az 3

lokasyondan toplanmis ve toplam 115 genotip kullanilmustir.

Bitki materyali olarak 2 farkli cinsin (Origanum L. ve Thymus L.) toplanacagi
lokasyonlar belirlenirken, elimizdeki herbaryum ve revizyon kayitlar1 goz oOniinde
bulundurulmustur. Genis yayilis gosteren tiirlerde olabildigince uzak lokasyonlar tercih
edilirken, dar alanda yayilis gosteren tiirlerde yiikseklik farki ile varyasyon saglanmaya
calisilmigtir. Lokasyonlardan alinan genotiplerde de yine olabildigince farkli genotipler
tercih edilmistir. Ornekler toplanirken bitkilerin ¢igeklenme ddénemleri takip edilmistir.
Bitkilerin bazilar1 toplanma sirasinda teshis edilmis, bazilar1 ise Akdeniz
Universitesinde cins, tiir ve bazi durumlarda alt tiir ve varyete diizeyinde ayrilarak
Akdeniz Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji boliimii 6gretim iiyelerinden Prof.
Dr. Hiiseyin SUMBUL ve Yrd. Dog. Dr. I. Gokhan DENIZ’in destekleriyle

tanimlanmaistir.

Dogadan toplanan taksonlara ait bilgiler Kiiresel Yer Belirleme Sistemi ya da

[Kiiresel Konumlandirma Sistemi (Global Positioning System, GPS)] kullanilarak
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ETREX marka GPS cihaz1 yardimiyla elde edilmistir. Taksonlara ait GPS degerleri
kayit altina alinmistir. Bu bilgiler yardimiyla her bir lokasyonun toplanmis oldugu
konum belirlenebilmektedir. Dogadan toplanan ve kullanilan bitki materyalinin
lokasyon bilgileri asagida Cizelge 3.1 ve Cizelge 3.2’de verilmistir. P.H. Davis’e ait
Tiirkiye Florast ("Flora of Turkey") adli eserde tiirlerin yurdumuzdaki yayiliglarinin
belirtilmesinde Tiirkiye’nin enlem ve boylamlarinin gegtigi ¢izgiler esas alinmak {izere
ikiser derecelik karelere ayrilmistir. Boylece yatay olarak A, B ve C olmak iizere ii¢
sira, dikey olarak 1-10 olmak tizere 10 siitun iizerinde toplanan 29 kare bulunmaktadir
(Kiling ve Kutbay 2007). P.H. Davis’in Tiirkiye’deki taksonlarin tanimlanmasinda
kullanmak tizere gelistirdigi kareleme sistemi Sekil 3.1°de verilmistir. Bitkilere ait daha

detayl bilgiler ve fotograflar Ekler kisminda sunulmustur.
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Sekil 3.1. P.H. Davis’in Tiirkiye’de bulunan bitki taksonlarinin cografi dagilimi i¢in
yaptig1 kareleme sistemi
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Cizelge 3.1. Calismada kullanilan Origanum L. taksonlarina ait lokasyon ve GPS degerleri

Tiir adx Yayilis Alani Lokasyon GPS Degeri Yuk
O. saccatum P. H. Davis G. Anadolu Endemik C3-C4 Giindogmus  N36°49°.313°” E32°01°.367> 1008
0. saccatum P. H. Davis G. Anadolu Endemik C3-C4 Alanya N36°33°.171°" E32° 18°.839 1173
0. saccatum P. H. Davis G. Anadolu Endemik C3-C4 Gazipasa N36°23°.364>° E32° 24°.666 281
0. solymicum P. H. Davis Antalya Endemik C3 Kemer N36° 30°.542° E30° 30°.153> 51
0. solymicum P. H. Davis Antalya Endemik C3 Kemer N36°35°.496°” E30° 27°.632” 471
0. solymicum P. H. Davis Antalya Endemik C3 Kemer N36°34°.035” E30° 24°.805> 1149
0. husnucanbaseri H.Duman Antalya Lokal-Endemik C4 Alanya N36° 32°.764°° E32° 20°.896’ 1359
O. bilgeri P. H. Davis Antalya Endemik C4 Giindogmus  N36° 53°.059”” E32° 04°.950”” 1545
O. bilgeri P. H. Davis Antalya Endemik C4 Akseki N36° 54°.643° E31° 48°.680> 1115
O. minutiflorum O. Schwarz & P. H. Davis Antalya Endemik C3 Bozburun N37°21°.877°” E31° 03°.119> 1332
O. minutiflorum O. Schwarz & P. H. Davis Antalya Endemik C3 Sakarpinar N36° 50°.824" E30° 24°.824 1788
O. minutiflorum O. Schwarz & P. H. Davis Antalya Endemik C3 Kemer N36°34°.331°” E30° 24°.220> 1339
0. majorana L. G.Anadolu Endemik C3-C4 Akseki N36° 48°.438°” E31° 45°.822 582
0. majorana L. G.Anadolu Endemik C3-C4 Gazipasa N36°26°.749°” E32° 28°.266” 1372
0. majorana L. G.Anadolu Endemik C3-C4 Alanya N36°31°.493°> E32° 13°.247 1041
O. onites L. B. ve G. Anadolu Al- B1- B2- C1-C2 -C3-C5  Elmali N36°35°.276>* E29° 57°.632”” 1037
O. onites L. B. ve G. Anadolu Al- B1- B2- C1-C2 -C3-C5 Faselis N36°31°.537°" E30° 32°°.866>" -7
O. onites L. B. ve G. Anadolu Al- B1- B2- C1-C2 -C3-C5 Kumluca N36°28°°.621°* E30° 20°.310> 521
O. vulgare L. subsp hirtum (Link) letswaart K ve G Anadolu A1-A2-B1-B2-C1-C2-C4-c5  Gazipasa N36°30°.559°” E32°27°.204” 1468
O. vulgare L. subsp hirtum (Link) letswaart K ve G Anadolu A1-A2-B1-B2-C1-C2-C4-C5  Kemer N36°33°.313”* E30°21°.084*> 1053
O. vulgare L. subsp hirtum (Link) letswaart K ve G Anadolu A1-A2-B1-B2-C1-C2-C4-c5  Alanya N36°34°.461°° E32°21°.837 1317

*Yiik: Deniz seviyesinden yiikseklik olup metre olarak verilmistir.
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Cizelge 3.2. Calismada kullanilan Thymus L. taksonlarina ait lokasyon ve GPS degerleri

Tiir ad1 Yayihis Alam Lokasyon GPS Degeri Yuk
T. cilicicus Boiss. & Bal. GB. ve G. Anadolu C2-C3 C4-C5-C6 Alanya N36°34°.993”* E32°21°.033 1401
T. cilicicus Boiss. & Bal. GB. ve G. Anadolu C2-C3 C4-C5-C6 Gazipasa N36°30°.067°* E32°27°.363> 1386
T. cilicicus Boiss. & Bal. GB. ve G. Anadolu C2-C3-C4-C5-C6 Giindogmus N36° 52°.019°” E32° 04°.706>> 1463
T. revolutus Celak. G Anadolu Endemik C3-C4. Saklikent N36° 53°.847°’ E30° 27°.644> 733
T. revolutus Celak. G Anadolu Endemik C3-C4. Kemer N36°30°.286°" E30° 23°.125>” 1439
T. cherlerioides Vis. var. isauricus Jalas G.Anadolu Endemik B1- C3-C4 Giindogmus N36° 52°.141°” E32°09°.017”’ 1523
T. leucotrichus Hal. var. austroanatolicus Jalas ~ G. Anadolu A6-A7-A8-B5-B6- B8-C5-C6-C7 Gazipasa N36°24°.866>° E32° 32°.519 2131
T. zygioides Griseb. var. lycaonicus (Celak) Trakya, B., O. ve GB. Anadolu A1-A2-B1-B2- . o s ’s o 4m> ’s
Ronniger B3-C1-C2-C3-C4 Akseki N37°07°.135” E31°47°.153 1279
T. zygioides Griseb. var. lycaonicus (Celak) Trakya, B., O. ve GB. Anadolu A1-A2-B1-B2- 0 105 ’s o Ans ’e
Ronniger B3-C1-C2-C3-CA Elmalt N36°49°.016°* E29° 42°.074 1493
T. zygioides Griseb. var. lycaonicus (Celak) Trakya, B., O. ve GB. Anadolu A1-A2-B1-B2- o A5 anmrs 015 A1
Ronniger B3-C1-C2-C3-C4 Saklikent N36°43°.837°° E30° 21°.771 1613
T. sipyleus Boiss. subsp. sipyleus var. sipyleus K. Turkiye, KD. ,B., G, ve Karasal Anadolu
o - SUDSP. sipy - SIPY A2-A4-A5-AB-A8-A9-B1-B2-B3-B4-B5-B6-B7-  Korkuteli  N36° 56°.736” E30° 07°.347 1346
‘ B8-C2-C3-C4-C5-C6
T. sipyleus Boiss. subsp. sipyleus var. sipyleus K. Turkiye, KD. ,B., G. ve Karasal Anadolu
e - SUDSp- Spy - SIY A2-A4-A5-AB-AS-A9-B1-B2-B3-B4-B5-B6-B7-  Elmals N36° 43°5817" E29° 437,531 1599
' B8-C2-C3-C4 C5-C6
T. sipyleus Boiss. subsp. sipyleus var. sipyleus K. Tlirkiye, KD. ,B. , G. ve Karasal Anadolu
N Py - SUDSP- SIpy - Sipy A2-Ad4-A5-AG-A8-AQ-B1-B2-B3-B4-B5-B6-B7- Beydaglari  N36° 51°.685” E30° 15°.535” 2000
‘ B8-C2-C3-C4 C5-C6
T. sipyleus Boiss. subsp. sipyleus var. GB. Anadolu Endemik A2-A4-A5-A6-A8-A9- o 105 AN 12 0 105 £nnss
davisianus Ronniger B1-B2-B3-B4-B5-B6-B7-B8-C2-C3-C4-C5-C6  Saklkent  N367497.92177 E30° 197,600 2023
T. sipyleus Boiss. subsp. rosulans (Borbas) KD. B. ve G. Anadolu A4-A6-A8-A9-B2-B3- . 0 mes 1 gms 0 a5 1149
Jalas B4-B5-B6-B7-B8-C2-C4-C5-C6 Gazipasa N36°25°.167°” E32° 33°.113 2005
T. longicaulis C. Presl subsp. chaubardii var. 0 1) ’ 01> ”
chaubardii (Boiss. & Heldr. ex Reichb. fil.) KB. ve B. Anadolu A2-B1-B2-C1-C2 Bozburun N37°20°.737>* E31° 01°.730 1476
1. longicaulis C. Presl subsp. chaubardil var. - g o g_Anadolu A2-B1-B2-C1-C2 Elmals N36° 357,856 E30° 02°.627 1720

chaubardii (Boiss. & Heldr. ex Reichb. fil.)

*Yik: Deniz seviyesinden yukseklik olup metre olarak verilmistir.



3.2. Metot

DNA ekstraksiyon caligmalarinda kullanilmak tizere arazi kosullarindan toplanan
Origanum L. ve Thymus L. cinslerine ait bitki materyallerinden DNA eldesi zorlugu géz
onlinde bulundurularak yeterli miktarlarda ve taze yaprakli orneklerin toplanmasina
0zen gosterilerek alinan 6rnekler 50 ml’lik tiiplere konulmus ve i¢cinde buz bulunan arag

dolabi iginde taginilarak laboratuvar ortamina getirilmistir.

Baz1 6rneklerin belirli lokasyonlarda ¢ok az diizeyde ve az miktarda bulunmalari
nedeniyle, bunlardan bol 6rnek toplanmasina 6zen gosterilmis ve bu nedenle de belirli
lokasyonlara 3 ya da 4 kez ziyaretler yapilmistir. Dogadan toplanan ve DNA
ekstraksiyonunda kullanilacak olan bitki Ornekleri derin dondurucuda DNA

ekstraksiyon islemine kadar -20°C’de muhafaza edilmistir.

3.2.1. Taksonlarin teshisi

Calismada kullanilmak iizere dogadan toplanmis olan Origanum L. ve Thymus L.
cinsine ait bitkiler morfolojik karakterleri temel alinarak teshis edilmistir. Bu nedenle
bitkilerin teshislerinde “Flora of Turkey” (Tiirkiye Florasi) teshis anahtar1 kullanilmistir
(Davis 1982). Taksonlarin teshisi Prof. Dr. Hiiseyin SUMBUL ve Yrd. Dog. Dr. L
Gokhan DENIZ’in katkilariyla gergeklestirilmistir.

3.2.2. DNA ekstraksiyonu

3.2.2.1. DNA calismalarinda kullanilan cozeltiler

TRIS-HCI 2 M pH: 7.5 ve 8.0 100 ml ¢Ozelti 24.22 g TRIS (Amresco, Propure MW:
121.14 g/mol CAS- No = 77-86-1) tartilarak 80 ml distile su i¢inde ¢oziildiikten sonra
son hacim 100 ml olacak sekilde HCI (hidroklorik asit) ile pH: 7.5 veya 8.0’ a

ayarlanarak hazirlanmis ve ¢ozelti 121°C’de 20 dk otoklavlanarak sterilize edilmistir.

Na;EDTA (“Ethylenediaminetetraacetic acid disodium salt dihydrate™) 0.5 M pH:7.5
ve 8.0 100 ml ¢ozelti hazirlamak i¢in 18.61 g Na,EDTA (Sigma-Aldrich MW: 372.2
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g/mol CAS-No = 6381-92-6) ve 1.6 g NaOH (sodyum hidroksit) tartilmis ve 80 ml
distile su ile ¢ozilerek son hacim 100 ml olacak sekilde pH: 7.5 veya 8.0°e

ayarlanmistir. Bu ¢6zelti 121 °C’de 20 dk otoklavlanarak sterilize edilmistir.

Sodyum asetat ("Sodium Acetate Anhydrous- NaOAc") 3 M pH: 5.2 500 ml ¢ozelti
hazirlamak i¢in 123.1 g NaOAc (Amresco, MW: 82.03 g/mol CAS -No = 127-09-3)
tartilarak 300 ml distile su i¢inde ¢oziilmiistiir. Glasiyel asetik asit (Merck Chemicals
Acetic acid (glacial) 100% CAS NO-No = 64-19-7) ile pH: 5.2’ye ayarlanip, hacim 500

ml’ye tamamlandiktan sonra 121 °C’de 20 dk otoklavlanarak sterilize edilmistir.

Sodyum Klor(r ("Sodium chloride NaCI") 5 M 1000 ml ¢6zelti icin 292.2 g (Sigma-
Aldrich MW: 58.44 g/mol CAS -No = 7647-14-5) tartilarak 900 ml distile su i¢inde
¢oziildiikten sonra hacim 1000 ml ye tamamlanmigtir. NaCl ¢ozeltisi 121°C’de 20 dk

otoklavlanarak sterilize edilmistir.

TRIS-EDTA (TE) 100 ml pH: 7.5 ve 8.0 ¢ozeltisi hazirlamak, i¢in 2 M pH: 7.5 veya
8.0 stok ¢ozeltisinden 100 ml ¢ozeltide 10 mM TRIS-HCI olacak sekilde, 0.5 ml ve 0.5
M pH: 7.5 veya 8.0 Na2EDTA stok ¢Ozeltisinden 1 mM Na:EDTA olacak sekilde 0.2

ml alinarak hacim 100 mI’ye tamamlanarak hazirlanmigtir.

20 X TRIS Borate EDTA (TBE) 1 litre ¢ozelti hazirlamak i¢in 216 g TRIS ve 110 g
"Boric acid" (Amresco Propure Boric Acide MW: 61.83 g/mol CAS -No: 10043-35-3)
tartilarak 80 ml 0.5 M EDTA pH: 8.0 ve 600 ml distile su i¢inde ¢6ziilmiis ve son hacim

1000 mI’ye tamamlanmis ve ¢ozelti 121°C’de 20 dk otoklavlanarak sterilize edilmistir.

% 10 CTAB ("Hexadecyltrimethylammonium bromide™) 100 ml ¢ozelti icin 10 g
CTAB (Sigma-Aldrich MW: 364.45 g/mol CAS -No = 57-09-0) tartilarak 80 ml distile
su eklenmis ve su banyosunda isitilarak ¢oziindiirdiikten sonra hacim 100 ml’ye
tamamlanmuistir.

"Ethidium bromide" (EtBr) 10 mg/ml stok ¢6zeltisi hazirlamak i¢in 1 g EtBr (Sigma-
Aldrich MW: 394.31 g/mol CAS -No = 1239-45-8) tartilarak 100 ml distile suda

¢oOziilerek hazirlanmistir.
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RNaz A (10 mg/ml) 1 ml stok hazirlamak i¢in 10 mg RNaz A (Sigma-Aldrich
Ribonuclease A - RNase A CAS -No = 9001-99-4) tartilmis ve 0.8 ml TE (10 mM TRIS
HCI pH: 7.5, 1 mM EDTA pH: 7.5) ¢6zilerek hacim 1 ml’ ye tamamlanmustir.

100 ml DNA ekstraksiyon cozeltisi igin 10 ml %10 CTAB c¢ozeltisi, 1 g toz PVP
(Amresco, Polyvinylpyrrolidone - CAS -No = 9003-39-8), 5 ml 2 M TRIS-HCI, 4 ml
0.5 M EDTA, 28 ml 5 M NaCl eklenmis, 1sitilarak ¢6ziilmiis ve ¢ozelti oda sicakligina
ulastiginda 300 ul BME (Amresco B-mercaptoethanol - CAS -No = 60-24-2) eklenerek
son hacim 100 ml ye tamamlanmistir. Bu durumda final ¢6zelti konsantrasyonlart % 1
CTAB (w/v), 100 mM TRIS-HCI, (pH 8.0), 20 MM NaEDTA, 1.4 M NaCl, % 1 PVP
(w/v) ve %0.3 BME olarak hazirlanmistir.

Kloroform-izoamil alkol 24:1 h/h 100 ml hacimde 24 ml kloroform ve 1 ml izoamil
alkol hacmi oranina goére 96 ml kloroform/ 4 ml izoamil alkol olacak sekilde
hazirlanmistir. Kullanilan kloroform (Chloroform MW: 119.38 g/mol CAS NO=67-66-
3) ve izoamil alkol (Isoamyl Alcohol MW: 88.15 g/mol CAS NO=123-51-3) Amresco
firmasi iiriiniidiir. Izopropil alkol ise bu calismada kullanilan diger kimyasallarda
oldugu gibi molekiiler biyoloji ¢alismalarina uygun safliktadir (Sigma-Aldrich-2
Propanol-lsopropanol, CAS -N067-63-0 >99%).

3.2.2.2. DNA izolasyonu protokoli

Calismada kullanilan taksonlara ait DNA izolasyonu icin Doyle and Doyle (1987)
yontemi degistirilerek kullanilmistir. 2 asamadan olusan izolasyonun ydntemi asagida
ayrintilari ile verilmistir. Birinci asamada Origanum L ve Thymus L. cinslerine ait -20°C
de muhafaza edilmis olan dondurulmus yaprak dokusundan her bir 6rnek i¢in 500 mg
tartilarak igerisinde 50 mg PVPP bulanan otoklavlanmis porselen havanlarda sivi azot

ve havan eli yardimiyla toz hale gelene kadar ezilmistir (Sekil 3.2).
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Sekil 3.2. Bitki doku 6rneklerinin (yaprak) sivi azot yardimi ile ezilmesinin asamalari;

a: porselen havana oksidasyonu engellemek i¢cin PVPP eklenmistir, b: -20°C
de muhafaza edilen dondurulmus yaprak dokusu eklenmistir, c: sivi azot
eklenmistir, d, e ve f: havana, bittik¢e sivi azot eklenerek unsu bir yap1 elde
edilene kadar ezilmistir, g: sivi azot yardimi ile ezilen bitki dokusu tiipe
alimmustir, h, 1, j: tiipiin igindeki siv1 azot iyice ucana kadar, buz iizerinde
bekletilen 6rnek tiipleri daha sonra agzi iyice kapatilarak -20°C de muhafaza
edilmistir

Sivi azot bitki karigimi otoklavlanmig, 15 ml’lik santrif(lj tlpine konularak gaz
tamamen buharlagana kadar veya 10 dakika buz iizerinde birakilmistir. Ezilmis yaprak
dokusu iizerine 1.5 ml izolasyon ¢o6zeltisi eklenerek, olusan doku-¢ozelti karisiminin 1
ml’si, 2 ml’lik polypropylene santrifiij tiiplerine alinmig ve {lizerine 3 pl -
merkaptoethanol eklenmis ve 3-5 dakika vorteks cihazi yardimiyla dokularin ¢ozelti
icerisinde iyi bir sekilde dagilmalar1 saglanmistir. Izolasyon tampon ¢dzeltisi iginde
bulunan 6rnekler 65°C su banyosunda 20 dk ara ile karistirilarak 1-2 saat beklemeye

birakilmistir.
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Bu siire sonunda su banyosundan ¢ikarilan 6rneklere 1 ml CIA eklenip 50-100 kez
calkalanarak 13770 xg hizda, 10 dakika santrifiij edilmistir. Dongii sonunda 3 katman
meydana gelmis ve en istteki sivi katman (slipernatant) 2 ml’lik temiz bir
polypropylene santrifiij tiipiine alinarak esit hacimde izopropil alkol (-20°C) ilavesiyle
DNA’nin ¢okmesi saglanmistir. 13770 xg hizda, 5 dakika santrifiijlenir ve igerisindeki
izopropil alkol dokiilmiistiir. Alkol tamamen uguncaya kadar tiip kurumaya
birakilmistir. Kurumanin ardindan, tiipiin dibinde kalan DNA, 0.5 ml TE (pH: 8.0)

i¢erisinde ¢Oziilmiistiir.

DNA extraksiyon protokoliiniin ikinci asamasinda TE (pH: 8.0) ¢ozeltisi igerisine
tekrar 0.5 ml, DNA izolasyon ¢ozeltisi eklenmis ve 65°C su banyosunda 10 dk ara ile
karistirilarak, 30 dakika beklemeye birakilmistir. Su banyosundan alinan orneklerin
icerisine 0.5 ml CIA eklenmistir ve 50-100 kez ¢alkalanarak 20370 xg hizda 5 dakika
santrifiijlenmistir. DNA igeren iist faz 2 ml’lik temiz bir polypropylene santrifiij tiipiine
alimmistir, 1 ml izopropil alkol eklenerek DNA c¢oktiiriilmiistiir. 13770 xg hizda, 5
dakika santriftijlenmis ve izopropil alkol dokiilerek tiip kurumaya birakilmistir.
Kurumanin ardindan, tiipiin dibinde kalan DNA, 0.5 ml TE (pH: 7.5) igerisinde

¢Ozulmiustiir.

Cozeltiye 5 pl (1 mg/ml stoktan) RNaz A eklenerek 37 °C’de su banyosunda 30
dakika bekletilmistir. Bu siire sonunda su banyosundan cikarilan Orneklere 50 pl
NaOAc (3 M, pH: 5.2) 1 ml %100 Etanol eklenerek 13770 xg hizda, 5 dakika
santrifiijlenerek alkol dokiilmiis ve alkol tamamen ucuncaya kadar tiip kurumaya
birakilmistir. Kurumanin ardindan, tiipiin dibinde kalan DNA, 0.5 ml TE (pH: 8.0)
icerisinde ¢ozlilmiistiir. Kuruttuktan sonra tiipteki DNA 6nce 0.7 ml, % 70’lik soguk (-
20 °C) etil alkolle yikanarak 20370 xg hizda, 5 dakika santrifiijlenmistir. Alkol
dokiilerek ikinci kez 0.7 ml, %96’lik soguk (-20 °C) etil alkol eklenmis ve 20370 xg
hizda, 5 dakika santrifiijlenmistir. Alkol ddkiilerek tiip kurumaya birakilmistir. Alkol
tamamen ugtuktan sonra, DNA 200-300 pul TE (pH: 8.0) igerisinde ¢ozlindiiriilerek elde
edilen DNA 6rnekleri —20 °C’de saklanmistir. DNA ekstraksiyonunun bazi asamalari

bliyiik skalada Sekil 3.3’de gdsterilmistir.
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Sekil 3.3. DNA ekstraksiyonuna ait bazi fotograflar; a: B-mercaptoethanol, izolasyon
tampon c¢ozeltisi, kloroform: izoamil alkol icerisindeki 6rnekler santrif(j
edildikten sonra b: santriftijden sonra nukleik asit iceren Ust faz yeni bir tiipe
alinirken, c: izopropil alkol eklenerek yogunlastirilan ve goriilebilen DNA

3.2.3. DNA Kkalitesinin ve miktarinin belirlenmesi

[zolasyonu tamamlanmis olan drneklere ait DNA’larm kalitesi ve miktarmin kontrol
edilmesi, ¢aligmada islemlerin optimizasyonu ve standartlastirilmasi igin gereklidir.
Bunun i¢in hem agaroz jel elektroforesis, hem de spektrofotometrik analiz yontemleri

kullanilmistir.

Agaroz jel elektroforesis yontemiyle oncelikle DNA’larin varligi, genomik DNA
molekiillerinin tek parca olup olmadiklarinin, safligt (RNA kontaminasyonu,
polisakkarit varligi) yiiksek molekiiler kiitledeki DNA’nin varligr teyit edilmistir. Bu
amagla %1 agaroz jel hazirlanmistir. 20X TBE c¢ozeltisinden hazirlanan 1X TBE

¢ozeltisi jelin hazirlanmasi ve yiiriitiillmesinde kullanilmistir.

Spektrofotometrik yontemde 6rneklerinden 20 pl alinarak iizerine 480 pl saf su ilave
edilerek 50 kat seyreltilmis ve daha sonra spektrofotometrede 260 nm (Aze0), 280 nm
(A280) ve 230 nm (Az30) dalga boylarindaki absorbsiyon degerlerine bakilarak reaksiyon
karisgtminda bulunmasi gereken c¢ift zincirli DNA konsantrasyonlar1 Maniatis vd
(1982)’'ne gore DNA miktar1 (ng/ml) = Az x 50 x seyreltme degeri olarak

hesaplanmistir. Formiilde 50 DNA'nin var olus katsayisini géstermektedir.
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3.3. PZR Tabanli DNA Analizleri

Calismada Px2 termal-dongii (Thermo Hybaid) cihazi kullanilmistir. Her PZR profili
icin gegerli ortak protokol uygulanmistir. Bunun ig¢in 94°C, 3 dakika bekletilen tipler
once 10 dongilik On-PZR islemine tabi tutulmustur. On-PZR profilinin primer
baglanma sicakligi dongii basina 0.5°C azaltilarak gergeklesmistir. Polimeraz zincir
reaksiyonunda kullanilan bilesenler Cizelge 3.3, 3.4 ve 3.5 primer veya primer ciftlerine
ait DNA dizileri ise Cizelge 3.6, 3.7, 3.8 ve 3.9’da verilmistir.

i) DNA: Tim 6rneklere ait DNA’lar 10 ng/ul olacak sekilde TE (pH: 8.0) tampon
cozeltisi ile seyreltilmistir. Reaksiyonda her tiip i¢cin 8.5 pl DNA (85 ng) kullanilmistir.

i) Primer: Calismada Origanum L. 6rnekleri i¢in 21 EST-SSR primeri kullanilirken
Thymus L ornekleri icin ise 8 organel primer ¢ifti, 10 kloroplast SSR primer cifti ve 19

minisatellit primeri kullanilmastir.

iii) Deoksiriboniikleotrifosfat karisimi (dNTP: dATP, dTTP, dGTP, dCTP):
Calismada 10 mM konsantrasyonda dNTP karisimindan 25 pl toplam reaksiyon hacmi
icin konsantrasyonu 0.28 mM olacak sekilde hazirlanmis ve her tip icin 0.7 pl

kullanilmastir.

1v) 10X PZR tamponu: Calismada 10X stok ¢ozeltisinden 25 pl toplam reaksiyon
hacmi i¢in konsantrasyonu 1.2X olacak sekilde hazirlanmis ve her tiip i¢in 3 pl
kullanilmistir. Bioron ve Vivantis firmalarina ait iki farkli 10X PZR tamponu

kullanilmastir.

v) MgCl,: Bioron ve Vivantis firmalarma ait iki farkli MgCl, stok ¢ozeltisi
kullanilmistir. Vivantis marka 50 mM konsantrasyonda MgCl stok ¢Ozeltisinden 25 pl
toplam reaksiyon hacmi i¢in konsantrasyonu 3 mM olacak sekilde hazirlanmis ve her
tip i¢in 1.5 ul kullanilmistir. Bioron marka 25 mM konsantrasyonda MgClz stok
cozeltisinden 25 pl toplam reaksiyon hacmi i¢in konsantrasyonu 3 mM olacak sekilde

hazirlanmis ve her tiip i¢in 3 pl kullanilmastir.
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vi) Tag DNA Polimeraz Enzimi: Calismada 5u/pl konsantrasyonda Tagq DNA

polimeraz enzim solusyonundan toplam 25 pl reaksiyon hacmi igin konsantrasyonu 2.05

tinite olacak sekilde hazirlanmis ve her tip i¢in 0.41 ul kullanilmistir. Bioron ve

Vivantis firmalarina ait iki farkli Tag DNA polimeraz enzim soliisyonu kullanilmistir.

Cizelge 3.3. SSR PZR bilesenleri (Bioron)

Bilesenler Miktar (ul) Final Konsantrasyon
Su 5.25 -

Primer cifti 1.25 0.5 UM (her biri)
Genomik DNA 8.50 85 ng

Su 5.89 -

10X (100 mM TRIS-HCI (pH 8.0), 500 mM KCI, 15 mM 3.00 1.2 X

MgClz, % 0.01 gelalin)

MgCl: (25 mM) 3.00 3mM

dNTP 0.70 0.28 mM

Tag DNA Polimeraz 0.41 2.05 unite
Toplam hacim 25.00

Cizelge 3.4. SSR PZR bilesenleri (Vivantis)

Bilesenleri Miktar (ul) Final Konsantrasyon
Su 5.25 -

Primer cifti 1.25 0.5 uM (her biri)
Genomik DNA 8.50 85 ng

Su 4.39 -

10X (100 mM TRIS-HCI1 (20°C’de pH 9.1), 50 mM KC1, %  3.00 1.2 X

MgCl; (50 mM) 1.50 3ImM

dNTP 0.70 0.28 mM

Taq DNA Polimeraz 0.41 2.05 Unite
Toplam hacim 25.00

Cizelge 3.5. DAMD-PZR bilesenleri

Bilesenleri Miktar (ul) Final Konsantrasyon
Su 3.00 -

Primer cifti 3.50 2.8 uM
Genomik DNA 8.50 85 ng

Su 4.39 -

10X (100 mM TRIS-HCI (pH 8.0), 500 mM KCI, 15 mM 3.00 3mM

MgCl, 1.50 3mM

dNTP 0.70 0.28 mM

Taq DNA Polimeraz 0.41 2.05 Unite
Toplam miktar 25.00
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Cizelge 3.6. Calismada kullanilan Origanum EST-SSR primer ciftleri

Primer ad1 5'—3' fleri/Geri Sekanslari
SSR-OR-201-F TTCTTTTCATCAACCAACCTAGCTAC
SSR-OR-201-R GCCATGAGAAAAGCAGATAGGAG
SSR-OR-202-F AAGTGAAGTAACGCTTCCATGAGAG
SSR-OR-202-R CCCGAGTACAAAAGAGCTACAGATG
SSR-OR-209-F TTGAAGCATTGTTGGAGGTAGATG
SSR-OR-209-R TCCCAACTAGGGAGAAATGTGC
SSR-OR-210-F TTTGCTCCGACATCTTCAACC
SSR-OR-210-R AGCCTGCTGTGTTTGGATCAG
SSR-OR-212-F GCCCCTGCAGTGACTCCTAC
SSR-OR-212-R AAAAAGGCTTCGGACTCGATC
SSR-OR-213-F GAGAGAATCCAAGCCTCCGC
SSR-OR-213-R TGAAGGAGTCCGATGTTGACG
SSR-OR-217-F TTTGCGCAGATCTCAAGTGC
SSR-OR-217-R AAGCGGTGACTGACGGAGAC
SSR-OR-218-F GGATGATGCTGAGTTGGTGATAAG
SSR-OR-218-R CCTGACACGCCACAAAAGTG
SSR-OR-219-F GGGCATTAAAGCTAAGGAGCG
SSR-OR-219-R CAGCCGATCACCTGTCCTTC
SSR-OR-221-F CACACGCACTGGTGAGGTG
SSR-OR-221-R TTCCCGCAGATCTCCAGAAC
SSR-OR-227F TCAGAAACAATGAAGGCCGC
SSR-OR-227R CCGTACAGGTCAAACACCGG
SSR-OR-231F ACCCCCTGTATACGTTGGACC
SSR-OR-231R GCATCAAAAAGGGTTCGGAC
SSR-OR-238F AGCCAAACTCGCTGCTTCTG
SSR-OR-238R CAAGGTAAAAAGGGTAATAGACGTGG
SSR-OR-240F GCCCAAGGACATCCAACTTG
SSR-OR-240R CAACTGAACACCTCCCACAATG
SSR-OR-244F TCAAGGGTAGAGCTGCTGCAG
SSR-OR-244R GCTTTACGGAGGAAGAATGGG
SSR-OR-252F ATGCCCAGGGACATCCAAC
SSR-OR-252R ACTGAACACCTCCCCACAATG
SSR-OR-266F AAGATCGAAGGCATCGATCG
SSR-OR-266R GGTGAAAAATGAATACAGTGGGC
SSR-OR-267F TCTTCATCAAGTTCAATAATGCTGTG
SSR-OR-267R GATTCAGATAGTTGCATCGAGGTTAG
SSR-OR-270F TCCCATCATTTTCCTCCGTC
SSR-OR-270R CCCCACTACAGCAGAAACCG
SSR-OR-277F TGAAGTCAGTTTGGATGATGGTG
SSR-OR-277R GTCACGTATGGAATGCACGG
SSR-OR-281F GAAGTTCGCCGAGGCTCTC
SSR-OR-281R CAAAGCACAAGAAAATACAATAGCAC
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Cizelge 3.7. Thymus L.’de kullanilan kloroplast (CpSSRLP) genoma 6zgii primer ¢iftleri

Primer ad1 5'—3' Geri/ileri Sekanslari Motif tipi ve sayisi Lokasyon
CCMP1R CAGGTAAACTTCTCAACGGA (TA)10 trnK intron
CCMP1F CCGAAGTCAAAAGAGCGATT

CCMP2R GATCCCGGACGTAATCCTG (A)11 5'trnS
CCMP2F ATCGTACCGAGGGTTCGAAT

CCMP3R CAGACCAAAAGCTGACATAG (M trnG intron
CCMP3F GTTTCATTCGGCTCCTTTAT

CCMP4R AATGCTGAATCGATGACCTA (M1 atpF intron
CCMP4F CCAAAATATTTCGGAGGACTCT

CCMP5R TGTTCCAATATCTTCTTGTCATTT (C)7 (Mo 3' rpse2
CCMP5F AGGTTCCATCGGAACAATTAT

CCMP6R CGATGCATATGTAGAAAGCC (T)sC(T)17 ORF 77-82
CCMP6F CATTACGTGCGACTATCTCC

CCMP7R CAACATATACCACTGTCAAG (A)13 atpB-rbcL
CCMP7F ACATCATTATTGTATACTCTTTC

CCMP8R TTGGCTACTCTAACCTTCCC (T)eC(T)14 rpl20-rpsl12
CCMPS8F TTCTTTCTTATTTCGCAGGAA

CCMP9R GGATTTGTACATATAGGACA (Mu ORF 74b-pshB
CCMP9F CTCAACTCTAAGAAATACTTG

CCMP10R  TTTTTTTTTAGTGAACGTGTCA (T)14 rpl2-rps19
CCMP10F TTCGTCGCCGTAGTAAATAG

Cizelge 3.8. Thymus L.’de kullanilan SCAR/CAPS primer ciftleri

Gen Genomu 5—3 lleri/Geri Sekanslari

nad 1B F Mitokondri GCATTACGATCTGCAGCTCA

nad 1C R Mitokondri GGAGCTCGATTAGTTTCTGC
ucpD F Mitokondri GGGGATAGAGGGACTTGAAC
ucpC R Mitokondri CGAAATCGGTAGACGCTACG
trnS F Mitokondri GGTTCGAATCCCTCTCTCTC
pshC R Mitokondri GGTCGTGACCAAGAAACCAC
trnH-pshA F Kloroplast TGATCCACTTGGCTACATCCGCC
trnH-psbA R Kloroplast GCTAACCTTGGTATGGAAGT
cp-trnS-pshC F Kloroplast GGTTCGAATCCCTCTCTCTC
cp-trnS-pshC R Kloroplast GGTCGTGACCAAGAAACCAC
PsbA F Kloroplast TACGTTCRTGCATAACTTCC
PsbA R Kloroplast CTTCTTCCTAGCTGCTTGGCCTGT
16SF Kloroplast ACGGGTGAGTAACGCGTAAG
16SR Kloroplast CTTCCAGTACGGCYACCTTG
PsbB1 F Kloroplast GGCCCAACCAGCAACCAGAG
PsbB2 R Kloroplast ATGGGGCGGTTGGAGTATCACA
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Cizelge 3.9. Thymus L.’de kullanilan DAMD-PZR primerler

Primer 5'—3' {leri/Geri Sekanslari

URP1F ATCCAAGGTCCGAGACAACC
URP2F GTGTGCGATCAGTTGCTGGG
URP2R CCCAGCAACTGATCGCACAC
URP4R AGGACTCGATAACAGGCTCC
URPER GGCAAGCTGGTGGGAGGTAC
URP9F ATGTGTGCGATCAGTTGCTG
URP13R TACATCGCAAGTGACACAGG
URP25F GATGTGTTCTTGGAGCCTGT
URP30F GGACAAGAAGAGGATGTGGA
URP32F TACACGTCTCGATCTACAGG
URP38F AAGAGGCATTCTACCACCAC
FVIIEX8 ATGCACACACACAGG

33.6 GGAGGTGGGCA

M13 GAGGGTGGCGGCTCT

6.2H(-) CCCTCCTCCTCCTTC

6.2H(+) AGGAGGAGGGGAAGG
TNZ22 CTCTGGGTGTGGTGC

PZR reaksiyonu hazirlanirken PZR tiiplerine 6nce genomik DNA (8.5ul) konmustur.
Master miks ve Primer miks olmak iizere 2 tip karisim hazirlanmistir. Primer miks; su
ve primerden olusmakta, master miks; su, 10X PZR tamponu, MgCl,, dNTP ve Taq
DNA Polimeraz’dan olusmaktadir. Hazirlanan primer miks DNA orneklerinin lizerine
6.5 pl olacak sekilde dagitildiktan sonra, her bir tiipe 10 pl master miksten ilave
edilmistir. Tipler iyice karistirtlip santrifiijlendikten sonra Ornekler EST-SSR ve
organel primerleri i¢in uygun olan baglanma sicakliklarina gore 6nceden belirlenmis 2

farkli ve minisatellit primerler i¢in ise tek bir programda (Cizelge 3.10, 3.11 ve 3.12)

PZR reaksiyonlari gergeklestirilmistir.

Cizelge 3.10. PZR cihazinda kullanilan SSR, SCAR, CpSSR, SCAR ve CAPS

programi |
Denatiirasyon 94 °C 3 dakika 1 déngi
Denatiirasyon 94 °C 30 saniye
Baglanma 60 °C 45 saniye 10 dongu
Uzama 72°C 3 dakika
Denatiirasyon 94 °C 30 saniye
Baglanma 55°C 45 saniye 30 dongii
Uzama 72°C 3 dakika
Final Uzama 72°C 10 dakika 1 déngi
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Cizelge 3.11. PZR cihazinda kullanilan SSR, SCAR, CpSSR, SCAR ve CAPS

programu ||
Denatiirasyon 94 °C 3 dakika 1 déngu
Denatiirasyon 94 °C 30 saniye
Baglanma 66 °C 45 saniye 10 dongu
Uzama 72°C 3 dakika
Denatiirasyon 94 °C 30 saniye
Baglanma 61°C 45 saniye 30 dongti
Uzama 72°C 3 dakika
Final Uzama 72°C 10 dakika 1 doéngi

Cizelge 3.12. PZR cihazinda kullanilan DAMD-PZR programi

Denatiirasyon 94 °C 3 dakika 1 dongi
Denatiirasyon 94 °C 1 dakika 10 dongi
Baglanma 50 °C 1 dakika

Uzama 72°C 2 dakika

Denatlirasyon 94 °C 30 saniye 30 dongu
Baglanma 40°C 45 saniye

Uzama 72°C 2 dakika

Final Uzama 72°C 10 dakika 1 déngl

Polimeraz zincir reaksiyonu iiriinleri PZR’1n galisip ¢alismadigimi kontrol etmek
amaciyla oncelikle %1 oraninda agaroz jelde yiiriitiilmiistiir. Bunun i¢in 0.6 gram
agaroz tartilarak 60 ml hacimdeki 1X TBE c¢ozeltisi ile bir erlenmayerde karistirilarak
300°C dereceye ayarli mikrodalga firin igerisinde iyice ¢6ziinmesi saglandiktan sonra 6
ul ethidium bromid (10 mg/ml) eklenmistir. Agaroz ¢ozeltisi yaklagik 60°C ye kadar
sogutulduktan sonra igerisinde tarak bulunan elektroforesis tepsisine hava kabarcigi
olugmayacak sekilde dokiilmiistiir. Oda sicakliginda 30 dk sogumaya birakilan jel 1 sa

+4°C de buzdolabinda bekletilerek katilasmasi saglanmistir.

Elektroforesis tankinda 1X TBE c¢ozeltisi jelin iizerini tamamen kaplayacak sekilde
dokildiikten sonra tarak dikkatlice ¢ikarilmistir. PZR dirtinleri kuyucuklara
ylklenmeden 6nce yiikleme tampon ¢ozeltisi ile boyanmistir. PZR tiiplerinde bulunan
25 pl’lik her bir 6rnege 5 pl yiikleme tampon ¢ozeltisi eklenmistir. Her bir 6rnekten 10
ul alinarak kuyucuklara yiiklenmistir. Elektroforesis sabit 60 V, serbest akim altinda (-
)’den (+)’ya dogru 30 dk yapilmistir. Daha sonra UV (Ultraviole) 15181 altinda
gorlintiilenmistir. SSR primer c¢iftleri kullanilarak yapilan PZR {iriinleri ¢alistig1 teyit
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edildikten sonra polimorfizmi belirlemek amaciyla %4 oraninda hazirlanmis agaroz
jelde (%3 yiksek cozlnlrlikli agaroz (Serva) + %1 standart agaroz (Sigma)) 80 V,
serbest akim altinda (-)’den (+)’ya dogru 4-6 saat yiratildikten sonra jel gorintileme

sistemi kullanilarak fotograflanmistir.

3.4. Veri Analizleri

Agaroz jelde yiiriitiilerek goriintiilenen PZR amplikonlar1 var (1) ve yok (0) olarak
skorlanmig ve ikili veri matrisi olusturulmustur. Benzer hareketliligi gosteren ve ayni
biiytlikliikteki bantlar homolog olarak degerlendirilmistir. Nei & Li’nin genetik

benzerlik indeksi formilu:

NLcij=2a/ (a + b) + (a + ¢) kullanilarak hesaplanmustir.

Formiilde 1 ve j; Ornekleri, a; 1 ve j Ornekleri arasinda ortak markir sayisini, b; i
orneginde olan fakat j 6rneginde olmayan ve c ise i 6rneginde olmayan fakat j drneginde

olan fragmentlerin sayisini ifade etmektedir.

Ortalama genetik benzerlik indeksi (OGBI) Ince vd (2009)'a gére hesaplanmis olup
OGBIi= YOGBIi/n formiilii kullamlmistir. Formiilde ‘n’ genetik benzerlik indeksi

degerlerinin toplam sayisini ifade etmektedir.

Cok degiskenli kiimeleme analizi ve temel koordinat analizi (PCO), verilerin
analizinde kullanilmistir. PCO degerlerden daha ziyade uzaklik matrisi kullanan bir
ordinat metodudur (Manly 1994). Nei & Li matrisi temelinde konumsal isaret ve
UPGMA dendogrami MVSP software 3.13 versiyonunu kullanarak 6rnekler arasindaki
iliskileri gostermek icin kullamilmistir. Ornekler arasindaki genetik iliskilerin dogruluk

diizeyleri ise 2000 tekrarl1 bootstrap analizi ile hesaplanmistir (Ince vd 2009).

45



4. BULGULAR ve TARTISMA

4.1. DNA Izolasyonu

Bitkilerden DNA izolasyonu, molekiiler analizlerin baslangi¢ noktasidir. Bitki
organlarinin farklihigi; farkli yaprak dokusu ve yaprak yasi; doku bilesiminde bulunan
organik kokenli kimyasallar (polifenoller, polisakkaritler, tanenler ve regineler vb.)
DNA ekstraksiyonunu olumsuz yonde etkilemektedir (Karaca vd 2005). Ozellikle tibbi
ve aromatik bitkilerde giiclii bir oksitleyici ajan olarak is goren ugucu yaglar, ekstrakte
edilen DNA’nin miktarinda ve safliginda azalmalara yol agtig1 icin bir ¢ok tibbi ve
aromatik bitkide kullanilabilecek tek bir DNA izolasyon metodunun olusturulmasi

miimkiin olamamaktadir (Porebski vd 1997, Doyle ve Doyle 1988, Karaca vd 2005).

Bitki yapilarinda bulunan ikincil bilesikler DNA’nin ¢dziilmesini engelleyerek biiyiik
miktarda DNA kayiplarina ve siklikla analizlerde kullanilan enzimlerin (restriksiyon
enzimleri, modifikasyon enzimleri ve DNA polimeraz enzimi gibi) ¢aligmamasina
neden olmaktadir (Scarafani ve Duranti 2001, Karaca vd 2005). Kaufman vd (1999),
DNA izolasyonu asamasinda karbonhidratlar ve niikleik asitlerin birlikte ¢okerek,
DNA’y1 yapiskan bir eriyik igerisine hapsettigini, bunun ise DNA’nin tekrar

temizlenmesini zorlastirdigini ifade etmektedirler.

Origanum ve Thymus cinslerine ait bitkilerin dogadan toplanmalari asamasinda olasi
DNA ekstraksiyon basarisizigi goéz Oniine alinarak yeterli miktarlarda Orneklerin
toplanmasina 6zen gosterilmistir. Calismada DNA ekstraksiyonu agamasinda sorunlar
yasanmistir. Buradaki en temel sorun elde edilen DNA kalitesinin diisiik olmasidir. Bu
durum bitkilerin ¢iceklenme donemlerinde toplanmak zorunlulugu nedeniyle
taksonlarda biiylik oranda fenolik bilesikler ve o6zelliklede polisakkarit icerikleri
oldukca yiiksek ¢ikmis, polisakkaritlerin bir kisminin o6zellik itibariyle DNA’ya
benzemeleri nedeniyle DNA ekstraksiyon sirasinda DNA ve polisakkaritlerin eszamanli
ekstreleri olusmus ve elde edilen DNA’larin kalitelerinde diisiisler olmustur. Tibbi ve
aromatik bitkilerden DNA izolasyonun zorlugu daha once yapilan caligmalarda da

goriilmistiir. Origanum majorana L. tirinin PZR reaksiyonunu engelleyen ¢ok fazla
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sekonder metabolit icerdigi Klocke (2002) tarafindan da saptanmistir. Bu tez
caligmasinda degisik DNA ekstraksiyon protokolleri uygulanmis ve yapilan bazi
degisikliklerle Origanum L. ve Thymus L. cinslerine ait 6rneklerden kaliteli ve yeterli

diizeyde DNA izolasyonu gerc¢eklestirilmistir (Karaca vd 2005).

Yiiksek polisakkarit ve sekonder bilesiklerce zengin olan Origanum L. ve Thymus L.
cinslerine ait taksonlarda DNA izolasyonu icin Doyle ve Doyle 1988 metodu
uyarlanarak kullanilmistir. Yontemdeki degisiklikler, diisik CTAB oranli (% 1)
ekstraksiyon tamponu ve fazladan izolasyon asamalar1 kullanilarak, DNA miktarinin
korunmas1 yaninda, yiiksek saflikta DNA elde edilmesi amaciyla yapilmistir. Calismada
Origanum L. cinsine ait taksonlardan elde edilen DNA’nin molekiiler markir
tekniklerinin uygulanabilmesi igin uygun miktar ve kalitede oldugu belirlenmis, ancak
Thymus cinslerine ait taksonlardan elde edilen DNA’nin miktar ve safligi konusunda
aym basar1 saglanamamistir. Orneklerin dogal floradan toplanmis olmasmin stres
kosullar1 altinda olan bitkilerden elde edilen DNA’nin kalite ve miktarini olumsuz

yonde etkilemis olabilecegi diisiintilmektedir

Calismada Origanum L. cinsine ait 63 genotipte ve Thymus L. cinsine ait 52
genotipte DNA ekstraksiyonu yapilmis bunlarin kalite ve miktarlari spektrofotometre ve
agaroz jel elektroforesis yontemleriyle belirlenmistir. Spektrofotometrik okumalari
yapilan genotiplere ait toplam DNA %1’lik agaroz jelde goriintiilenmistir.
Elektroforesis siiresi en az 2 saat tutularak DNA Kkaliteleri tespit edilmistir. Jellerin
incelenmesi sirasinda bazi Orneklere ait DNA’larin kirilmis olmasi nedeniyle bu
orneklere ait DNA ekstraksiyonlar1 tekrarlanmis, spektrofotometrik analizleri ve agaroz

jel analizleri tekrar gerceklestirilmistir.

4.2. DNA Markir Analizleri

Calismada birden fazla DNA markir teknigi kullanilmigtir.  Niklear orijinli
mikrosatellit veya diger adiyla SSR teknigi sadece Origanum L. taksonlarinda
kullanilmistir. Kloroplast orijinli mikrosatellit teknigi (CpSSR diger adiyla CSSRLP)
ise Thymus L. taksonlarna uygulanmistir. Mikrosatellit teknigi diger yontemlere goére

cok sayida avantajlara sahiptir ancak Origanum L. i¢in ¢ok sinirli sayida SSR primer
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cifti belirlenmistir (Novak 2008). Thymus L. i¢in ise giiniimiize degin SSR primer
ciftleri belirlenmemistir. Kloroplast orijinli SSR primer ciftlerinin tiniversal 6zelligi
(Karaca 2002) nedeni ile Thymus L. taksonlar1 i¢in bu ¢alisma kapsaminda ilk kez
kullanilabilmistir. SCAR teknigi tek primer ¢ifti ile Origanum L. taksonlarinda
uygulanirken, Thymus L. turlerinde SCAR, CAPS (PZR-RFLP) ve DAMD-PZR
yontemleri kullanilmistir. SCAR ve CAPS teknikleri Thymus L. taksonlariin kloroplast
ve mitokondri genomlarina uygulanirken DAMD-PZR teknigi Thymus L. taksonlarinin

niiklear genomuna (¢ekirdek) uygulanmaistir.

4.3. Origanum L. DNA Markir Analizleri

Calismada Origanum L. taksonlarina 3 farkli diizeyde DNA analizi uygulanmistir.
Analizler aym tiirde bulunan taksonlara ait DNA orneklerinin birlestirilmesi (tiir
bazinda, Sekil 4.1), ayn1 lokasyondan toplanan genotiplere ait DNA’larin birlestirilmesi
(lokasyon bazinda, Cizelge 4.1, Sekil 4.2) ve son olarak da her bir genotipin ayr1 ayr1
analiz (genotip bazinda, Sekil 4.2) edilmesi seklinde gerceklestirilmistir.

Calismada kullanilmak iizere Dr. J. Novak tarafindan saglanan toplam 50 ¢ift SSR
primeri Biyoinformatik yaklasimlar kullanilarak analiz edilmistir. Bu primerlerin 28
cifti birbirlerine benzer olmalar1 veya baglanma sicakliklarinin uymamasi nedeni ile
sentezletilmemistir. Geri kalan 22 adet Origanum L.’ye 0zgu (OR-SSR) primer gifti
sentezlenmis ancak bunlardan 21’1 kullanilmistir. Her bir OR-SSR primer gifti rastgele
secilen bir genotip kullanilarak PZR calismalarinda denenmis ve bu primer ¢iftlerinin
Origanum L. taksonlarinda kullanilabilir oldugu tespit edilmistir. Cizelge 4.2°de
goriildiigii tizere 21 OR-SSR primer ciftinden 14 adedinin Origanum L. tdrlerini bir
birinden ayirt edebilecek diizeyde tani markirlar1 olusturdugu tespit edilmistir. Bu
calismada, 63 Ornek arasinda ayni tiire dahil olan 8 6rnegi kesin olarak digerlerinden
ayiran markir tiire 6zgli markir, 63 6rnekten birini digerlerinden ayirabilen markirlar ise

genotipe 0zgii markir olarak belirlenmistir.
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Cizelge 4.1. Origanum tiirlerinin toplandigi lokasyonlar, lokasyon numaralari, tiir
numaralar1 ve tiirlerin ait oldugu seksiyonlar

Lokasyon Tir  Seksiyon Tar Lokasyon Yikseklik (m)

No No

1 1 0. saccatum Gilindogmus 1008
2 0. saccatum Alanya 1173
3 0. saccatum Gazipasa 281
4 2 Amaracus 0. solymicum Kemer 51
5 0. solymicum Kemer 471
6 0. solymicum Kemer 1149
7 3 Brevifilamentum  O. husnucanbaseri Alanya 1359
8 4 O. bilgeri Gilindogmus 1545
9 0. bilgeri Akseki 1115
10 5 Chilocalyx O. minutiflorum Bozburun 1332
11 O. minutiflorum Sakarpinar 1788
12 O. minutiflorum Kemer 1339
13 6 0. majorana Akseki 582
14 0. majorana Gazipasa 1372
15 . 0. majorana Alanya 1041
16 7 Majorana o 5nites Elmal 1037
17 O. onites Faselis -7
18 O. onites Kumluca 521
19 8 0. vulgare subsp hirtum Gazipasa 1468
20 Origanum O. vulgare subsp hirtum Kemer 1053
21 0. vulgare subsp hirtum Alanya 1317

Cizelge 4.2. Origanum tiirleri igin belirlenen DNA markirlar

Tiir ad1 Primer cifti Markir biyiikligi
0. saccatum OR-SSR-202 150 - 50 bp
OR-SSR-227 150 — 50 bp
0. solymicum OR-SSR-231 150 - 50 bp
O. husnucanbaseri OR-SSR-240 150 - 50 bp
O. minutiflorum OR-SSR-213 150 - 50 bp
O. majorana OR-SSR-231 150 — 50 bp
OR-SSR-238 300-150 bp
O. onites OR-SSR-209 150 — 50 bp
OR-SSR-212 150 — 50 bp
OR-SSR-218 150 — 50 bp
OR-SSR-219 150 — 50 bp
OR-SSR-267 150 - 50 bp
O. vulgare subsp. hirtum OR-SSR-201 150 — 50 bp
OR-SSR-244 150 - 50 bp
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Sekil 4.1. Baz1 Origanum SSR primer ciftleri ile turlerin amplifikasyonu sonucu elde
edilen bant profilleri

7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21

7 8 9 10 11 12 4183 14 15 16 17 18 19 20 21

7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21

Sekil 4.2. Baz1 Origanum SSR primer ciftleri ile lokasyonlarin amplifikasyonu sonucu
elde edilen bant profilleri. Lokasyon bazinda (iist ve orta jel), genotip
bazinda (alt jel)

Origanum SSR primer ¢iftleri ile ¢ogaltilan tiir DNA 06rneklerinden ve lokasyon
DNA o6rneklerinden elde edilen amplikonlar incelendiginde tiirlerin belirgin olarak
ayrildig1 dikkat ¢ekmektedir. Caligmada ayni lokasyondan toplanan ornekler arasinda
amplikon farkliliginin bulunmasi Origanum L. taksonlarmin genetiksel agidan farkli

oldugunu goéstermektedir. Tiirlere ait bulk (toplu) DNA’lar kullanilarak bazi Origanum
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SSR primer ciftleri ile amplifikasyon sonucu elde edilen bant profilleri incelendiginde
kullanilan biitlin SSR primer c¢iftlerinin hepsinin tlire 6zgli markir vermedigi tespit

edilmistir.

OR-SSR 240 primer ¢ifti ile tiirlere ait bulk DNA’larin amplifikasyonu sonucu elde
edilen bant profilinde Brevifilamentum seksiyonunda yer alan ve ti¢ numarali tiir olan O.
husnucanbaseri  belirlenmistir. OR-SSR 252 primer ¢ifti ile tiir diizeyinde markir
belirlenememistir. Bu primer ¢ifti ortak bant veren Chilocalyx seksiyonunu (4. ve 5.
tirler), Majorana seksiyonunu (6. ve 7. tirler) ve Origanum seksiyonunu (8. tir)
seksiyon diizeyinde ayirmistir. OR-SSR 266 primer c¢ifti ile markir belirlenememistir,
ancak tiirler arasi polimorfizm agik olarak goriilmektedir. OR-SSR 267 primer giftine
ait bant profilinde ise 7 numarali tiir olan O. onites’in ¢ift bant vererek markir
olusturdugu goriilmektedir. Brevifilamentum seksiyonunda yer alan O. husnucanbaseri

icin OR-SSR 281 primer g¢iftinde markir belirlenmistir.

4.4, Origanum L. Tiirlerinin Genetik Iliskileri

Origanum tiirleri arasindaki genetik iliski benzerlik indeks degerleri Cizelge 4.3°de
gortlmektedir. Cizelgenin incelenmesinden anlagilacagi iizere tiirler arasinda var olan
en yiiksek degere 0.675 £ 0.015 ile O. minutiflorum ve O. bilgeri tiirleri sahip olmustur.
O. saccatum ve O. vulgare subsp. hirtum ile O. solymicum ve O. vulgare subsp. hirtum
tirleri arasinda ise 0.345 = 0.014’lik bir benzerlik indeks degeri belirlenmistir. Bu
durum Origanum L. turlerinden O. minutiflorum ve O. bilgeri'nin birbirlerine en yakin
tirler oldugunu gostermektedir. Diger taraftan ¢alismada kullanilan tiirlerden O. vulgare
subsp. hirtum tiirtiniin ise en farkl: tiir oldugu ve evrimsel siire¢ agisindan da en yeni tiir

oldugu ongoriilmiistiir.

Cizelge 4.4.’de Origanum L. tdrlerinin genotipler arasi iliskileri 6zetlenmistir.
Cizelgede de gorildiigi tizere O. saccatum, O. solymicum ve O. vulgare subsp. hirtum
tirlerine ait genotipler kendi aralarinda yiiksek benzerlik gosterirken, O. bilgeri ve O.
minutiflorum’a ait bireylerin kendi aralarinda genis farkliliga sahip oldugu

belirlenmistir.
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Cizelge 4.3. Origanum L. tiirler aras1 genetik benzerlik indeksi

Tir Adi 1) ) ®) (4) () (6) ™) (8)
O. saccatum (1) 1

O. solymicum (2) 0.519+£0.018 1

O. husnucanbaseri (3) 0.430+0.007 0.435+£0.009 1

O. bilgeri (4) 0.497 £0.022 0.473+0.020 0.472+0.006 1

O. minutiflorum (5) 0.460+0.018 0.463+0.013 0.480+0.012 0.675+0.015 1

O. majorana (6) 0.379+0.026 0.378+0.014 0.394+0.009 0.503+0.018 0.567+0.018 1

O. onites (7) 0.436 +0.015 0.382+0.018 0.433+0.008 0.527 £0.017 0.517+0.022 0.556+0.021 1

O. vulgare subsp hirtum 0.345+0.014 0.345+0.014 0.357+£0.013 0.441+0.016 0.481+0.016 0.479+0.016 0.531+0.019 1
(8)

Cizelge 4.4. Origanum L. tiir ici iliski genetik benzerlik indeksi

Tiir Adi Ort. Sts. Min. Lokasyonlar Maks.  Lokasyonlar
0. saccatum 092 004 085 o T CE 10080 1005 Saccaum (Al 1173)
o4 oz s EmAMEELED g O mhmamic ol
Ohumcaasr 0% oon oss OSSN gy O (i
0. bilger 089 005 083 o icc (G 1say 0% 5 ilgei (Ak 11155)
o minton 0% o o QMo GKIME g O mitoun kel
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Tiirkiye’de yayilis gosteren Origanum cinsine ait turler toplam 8 seksiyonda yer
almaktadir. Bu seksiyonlar1 evrimsel olarak sirasiyla; Amaracus seksiyonu, Anatolicon
seksiyonu, Brevifilamentum seksiyonu, Longitubus seksiyonu, Chilocalyx seksiyonu,
Majorana seksiyonu, Origanum seksiyonu ve Prolaticorolla seksiyonu seklinde

siralamak miimkiindiir.

Antalya ili’nde yayilis gosteren ve bu tez c¢alismasmin materyalini olusturan
Origanum L. cinsine ait taksonlar bu seksiyonlardan Amaracus (O. saccatum, O.
solymicum), Brevifilamentum (O. husnucanbaseri), Chilocalyx (O. bilgeri, O.
minutiflorum), Majorana (O. majorana, O. onites) ve Origanum (O. vulgare subsp.

hirtum) seksiyonlarina aittir.

Sekil 4.3’de ¢alismada kullanilan Origanum L. tiirlerine ait baz1 fotograflar, Sekil
4.4°de Cizelge 4.5’te gorulen genetik benzerlik indekslerine gore hesaplanmis olan 63
genotipe ait UPGMA ve Sekil 4.5’de ise PCO analizleri sunulmustur. Calisma
kapsaminda yer alan tiirlerden O. saccatum ve O. solymicum, Amaracus seksiyonuna
aittir. Ulkemizde yayilis gosteren bu cinse ait, evrimsel yonden en ilkel seksiyon olan
Amaracus seksiyonunda bulunan tirlerin ortak morfolojik karakterleri; cicek
durumlarinin asagiya sarkik duruslu iri basakciklar seklinde, dairesel ¢icek halkalarinin
iki cicekli olmasi, kaliksin bir veya birbirinden morfolojik olarak oldukca farkli iki
dudakli olmasi, korollanin kesecikli ve stamenlerin korolladan disa ¢ikmis olmasi,
filamentlerin korollayla hemen hemen esit uzunlukta olmasidir. Bu tiirleri Antalya
[li'nde yayilis gosteren bu cinse ait diger tiirlerden ilk bakista ayiran en belirgin
morfolojik karakter genellikle asagiya sarkik duruslu ve iri basak¢ik seklindeki ¢igek
durumlaridir. O. saccatum ve O. solymicum bu o6zellikleriyle arazi ortaminda diger

tiirlerden net bigimde ayrilmaktadir (Sekil 4.3).

Tez galismasi kapsaminda yapilan molekiiler filogenetik ¢aligmalarda, Amaracus
seksiyonuna ait olan tiirler digerlerinden net bigimde ayrilan dallarda yer almistir (Sekil
4.4). Antalya ili’nde yayilis gdsteren Origanum tiirleri arasinda O. saccatum ve O.
solymicum tiirlerine morfolojik olarak en yakin olan tiir O. husnucanbaseri’dir.

Molekiiler verilerden elde edilen dendogramda (Sekil 4.4), O. husnucanbaseri turu yine
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Amaracus seksiyonuna ait olan bu iki tlire en yakin konumdadir. Zira bu tiir, calisma
icerisinde bulunan seksiyonlardan Brevifilamentum seksiyonuna aittir ve bu seksiyon

morfolojik olarak da Amaracus’a ¢alisma igerisinde en yakin seksiyondur.

Brevifilamentum seksiyonu morfolojik olarak Amaracus seksiyonundan; dairesel
cicek halkalarinda birka¢ c¢icek bulundurmasiyla (iki degil), kaliksin {ist ve alt
dudaklarinda iyi gelismis disler tasimasiyla (digsiz degil), iki dudakli olan korolla
yapisinda kesecik tasimamasiyla (kesecikli degil), stamenlerin oldukca farkl
uzunluklarda olmalartyla (az-¢ok esit uzunlukta degil), filamentlerin korolladan olduk¢a
kisa olmalariyla (korollaya hemen hemen esit uzunlukta degil) ayrilmaktadir. Bu

ozellikleri seksiyonun Antalya Ili’nde yayilis gosteren tek iiyesi olan O. husnucanbaseri

trinde de gérmek mumkindur.

Sekil 4.3. Calismada kullanilan Origanum tiirlerine ait baz1 fotograflar; a: O. saccatum
b: O. solymicum c: O. husnucanbaseri d: O. bilgeri e: O. minutiflorum f: O.
majorana g: O. onites h: O. vulgare subsp. hirtum
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UPGMA

Y4 ——0rig vulgare L. subsp hirtum (Link) Ietswaart (Al 1317b)
| 97|Origanum vulgare L. subsp hirtum (Link) Ietswaart (Al 1317¢)
Origanum vulgare L. subsp hirtum (Link) Ietswaart (Al 1317a)

8 Origanum vulgare L. subsp hirtum (Link) Ietswaart (Gp 1468b)
_T_GZEOriganum vulgare L. subsp hirtum (Link) letswaart (Gp 1468a)
Origanum vulgare L. subsp hirtum (Link) Ietswaart (Gp 1468c)

100

100 Orij vulgare L. subsp hirtum (Link) Ietswaart (Ke 1053b)
76 Origanum vulgare L. subsp hirtum (Link) Ietswaart (Ke 1053c)
Origanum vulgare L. subsp hirtum (Link) Ietswaart (Ke1053a)

Origanum onites L. (E1 1037b)
E Origanum onites L. (E1 1037c)
100 Origanum onites L. (El 1037a)

Origanum onites L. (Fa 007a)
Orig onites L. (Fa 007¢)

b Origanum onites L. (Fa 007b)
Origanum onites L. (Ku 521b)
Origanum onites L. (Ku 521a)
Origanum onites L. (Ku 521¢)

J

100 ~0rig i L. (Gp 1372a)
“Origanum majora.na L. (Gp 1372b)
Orig Jjorana L. (Ak 582b)
Orig jorana L. (Gp 1372¢)

Origanum maj L. (Ak 582c)
w Origanum majorana L. (Al 1041a)
100 Origanum maji L. (Ak 582a)
53 Orig 2ji L. (Al 1041c)
100 Orj, i L. (Al 1041b)
100
100

Origanum minutiflorum O. Schwarz & P. H. Davis (Bb 1332¢)
Origanum minutiflorum O. Schwarz & P. H. Davis (Bb 1332a)
':On'ganum minutiflorum O. Schwarz & P. H. Davis (Bb 1332b)

54 Origanum minutiflorum O. Schwarz & P. H. Davis (Sk 1788a)
Origanum minutiflorum O. Schwarz & P. H. Davis (Sk 1788¢c)
100) Origanum minutiflorum O. Schwarz & P. H. Davis (Sk 1788b)
Origanum minutiflorum O. Schwarz & P. H. Davis (Ke 1339 ¢)
75 Origanum minutiflorum O. Schwarz & P. H. Davis (Ke 1339 a)
Origanum minutiflorum O. Schwarz & P. H. Davis (Ke 1339 b)
100 Orig bilgeri P. H. Davis (Gd 1545b)

| Origanum bilgeri P. H. Davis (Gd 1545c)
100 M_Origanu_m bilgeri P. H. Davis (Gd 1545a)

79 Origanum bilgeri P. H. Davis (Ak 1115c)
100,_:Ox'iganum bilgeri P. H. Davis (Ak 1115b)
e 0Origanum bilgeri P. H. Davis (Ak 1115a)

1 Origanum h baseri H.Duman (Al 1359c)
M_Origanum husnucanbaseri H.Duman (Al 1359¢)
Orig h baseri H.Duman (Al 1359a)

9,0rig solymicum P. H. Davis (Ke 51b)

lOriganum solymtcum P. H. Davis (Ke 51a)

100 Orj, solymicum P. H. Davis (Ke 51¢)

L r— Onganum solymicum P. H. Davis (Ke 1149b)
86 Origanum solymicum P. H. Davis (Ke 1149a)
Orig solymicum P. H. Davis (Ke 1149¢)

51 Orig solymi P. H. Davis (Ke 471¢)
Ori solymicum P. H. Davis (Ke 471b)
Orig solymicum P. H. Davis (Ke 471a)

100 Origanum saccatum P, H. Davis (Gp 281b)
I HEOrfganum saccatum P. H. Davis (Gp 281a)
100 Origanum saccatum P. H. Davis (Gp 281¢c)

@ Orig tum P. H. Davis (Al 1173a)

I 99,0rig tum P. H. Davis (Al 1173b)

69 |Origanum saccatum P. H. Davis (Al 1173c)
Ori P. H. Davis (Gd 1008c)
%_gq:m'tganum saccatum P. H. Davis (Gd 1008a)
Origanum saccatum P. H. Davis (Gd 1008b)

0,4 0506 0,708 0,9 1,0

Nei & Li Benzerlik Katsayisi

Sekil 4.4. Origanum taksonlarinin Nei & Li benzerlik matriksi temel alinarak

olusturulmus UPGMA agac1 (nodlar tizerindeki rakamlar 2000 tekrarli
bootstrap frekans degerlerini gostermektedir.)
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Cizelge 4.5. Origanum L. genotiplerine ait genetik benzerlik indeksleri

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
1  O.saccatum (Gd 1008a) 1.00
2 0. saccatum (Gd 1008b) 0.98 1.00
3 0. saccatum (Gd 1008c) 0.98 0.98 1.00
4 0. saccatum (Al 1173a) 091 0.93 0.92 1.00
5 0. saccatum (Al 1173b) 0.93 0.93 0.93 0.97 1.00
6  O.saccatum (Al 1173c) 093 093 093 097 100 1.00
7  O.saccatum (Gp 281a) 0.86 0.88 0.85 0.92 092 092 1.00
8 0. saccatum (Gp 281b) 0.89 089 088 089 091 091 098 1.00
9  O. saccatum (Gp 281c) 0.87 0.89 086 091 091 091 099 098 1.00
10 O. solymicum (Ke 51a) 054 054 052 051 052 052 052 052 051 1.00
11 O. solymicum (Ke 51b) 054 054 052 051 052 052 052 052 051 1.00 1.00
12 O. solymicum (Ke 51c) 0.54 054 052 051 053 053 055 055 054 0.97 0.97 1.00
13 0. solymicum (Ke 471a) 054 054 053 052 052 052 054 054 053 094 094 096 1.00
14 O. solymicum (Ke 471b) 0.55 0.55 054 050 051 051 053 053 052 093 093 0.95 0.98 1.00
15 0. solymicum (Ke 471c) 052 052 052 052 055 055 055 055 054 091 091 094 096 0.96 1.00
16 O. solymicum (Ke 1149a) 0.52 052 050 049 050 050 050 050 049 095 095 0.92 0.95 0.96 0.93
17 O. solymicum (Ke 1149b) 0.52 052 050 049 050 050 050 050 049 0.93 0.93 0.90 0.93 0.94 0.92
18 0. solymicum (Ke 1149c) 052 052 052 051 052 052 048 049 048 092 092 091 094 095 094
19 O. husnucanbaserii (Al 1359a) 043 043 043 043 044 044 042 043 042 044 044 046 043 044 044
20 O. husnucanbaseri (Al 1359b) 043 043 043 043 044 044 042 043 042 044 044 046 043 044 044
21 O. husnucanbaseri (Al 1359¢c) 043 043 044 044 044 044 043 043 043 043 043 045 042 043 043
22 0. bilgeri (Gd 1545a) 054 054 055 052 052 052 048 048 047 051 051 051 050 0.50 0.49
23 0. bilgeri (Gd 1545b) 050 050 051 049 050 050 047 047 046 047 047 047 046 047 0.46
24 0. bilgeri (Gd 1545c) 0.54 054 054 051 052 052 047 048 047 050 050 050 0.50 0.50 0.49
25 O. bilgeri (Ak 1115a) 0.47 047 048 048 050 050 050 050 050 046 046 046 045 045 047
26 O. bilgeri (Ak 1115b) 049 049 049 049 050 050 048 049 048 046 046 044 045 045 0.46
27 O. bilgeri (Ak 1115¢c) 048 048 048 048 049 049 049 050 049 046 046 045 046 046 0.46
28 O. minutiflorum (Bb 1332a) 0.47 047 047 046 047 047 042 042 042 048 048 047 046 046 045
29 O. minutiflorum (Bb 1332b) 047 047 048 046 047 047 042 043 042 049 049 047 046 047 046
30 O. minutiflorum (Bb 1332c) 047 047 047 046 047 047 042 042 042 048 048 047 046 046 045
31 O. minutiflorum (Sk 1788a) 047 047 048 046 047 047 045 046 045 049 049 047 046 047 046
32 O. minutiflorum (Sk 1788b) 047 047 047 046 047 047 045 045 045 048 048 047 046 046 045
33 O. minutiflorum (Sk 1788c) 047 047 047 045 046 046 045 045 044 048 048 046 046 046 045
34 O. minutiflorum (Ke 1339a) 048 048 048 048 047 047 044 045 044 047 047 046 045 046 0.45
35 0. minutiflorum (Ke 1339b) 049 049 049 048 049 049 046 046 045 049 049 047 046 047 0.46
36 O. minutiflorum (Ke 1339c) 0.47 047 048 048 047 047 044 044 044 047 047 046 045 045 044
37 0. majorana (Ak 582a) 0.38 038 0.39 037 038 0338 034 034 034 040 040 038 0.38 0.38 0.37
38 0. majorana (Ak 582b) 040 040 040 039 040 040 034 034 034 038 0.38 038 038 038 0.37
39 0. majorana (Ak 582c) 041 041 042 040 041 041 036 036 035 040 040 040 040 040 0.39
40 O. majorana (Gp 1372a) 041 041 041 039 040 040 036 0.36 036 039 039 039 039 039 0.38
41 O. majorana (Gp 1372b) 041 041 041 040 041 041 036 037 036 040 040 040 0.39 0.39 0.38
42 0. majorana (Gp 1372c) 039 039 0.39 038 039 039 035 035 035 039 039 038 037 038 0.37
43 0. majorana (Al 1041a) 0.38 0.38 0.38 038 038 038 032 032 032 037 037 037 036 0.36 0.36
44 0. majorana (Al 1041b) 0.40 040 040 039 040 040 034 035 034 039 039 039 038 0.38 0.38
45 0. majorana (Al 1041c) 040 040 041 039 040 040 035 035 034 0.39 039 039 0.38 0.39 0.38
46 0. onites (El 1037a) 046 046 047 047 047 047 043 043 043 042 042 040 040 040 041
47 0. onites (El 1037b) 043 043 043 043 045 045 044 044 044 038 033 040 0.38 0.38 0.40
48 0. onites (El 1037c) 043 043 044 044 045 045 045 045 044 039 039 040 040 040 041
49 0. onites (Fa 007a) 042 042 042 042 045 045 043 044 043 036 036 039 037 038 0.40
50 O. onites (Fa 007b) 043 043 043 043 045 045 044 044 044 037 037 040 0.38 0.38 0.40
51 O. onites (Fa 007c) 041 041 041 041 043 043 043 044 043 036 036 039 037 038 0.40
52 0. onites (Ku 521a) 042 042 042 044 044 044 041 042 041 036 036 039 037 037 0.39
53 0. onites (Ku 521b) 044 044 044 044 046 046 044 044 043 038 038 041 039 039 041
54 0. onites (Ku 521c) 043 043 043 043 045 045 043 043 042 037 037 040 0.38 0.38 0.40
55 O. vulgare subsp hirtum (Gp 1468a) 0.33 0.33 0.35 0.32 0.35 035 035 035 034 034 034 035 033 033 034
56 O. vulgare subsp hirtum (Gp 1468b) 0.33 0.33 0.35 0.32 0.33 033 033 033 033 033 033 033 033 033 0.32
57 0. vulgare subsp hirtum (Gp 1468c) 0.33 0.33 0.35 0.32 035 035 035 035 034 034 034 035 033 033 034
58 0. vulgare subsp hirtum (Ke 1053a) 0.37 037 0.37 035 0.36 036 036 037 036 037 037 037 036 037 0.36
59 0. vulgare subsp hirtum (Ke 1053b) 0.36 0.36 0.37 0.35 0.36 036 036 036 036 037 037 037 0.36 0.36 0.36
60 O. vulgare subsp hirtum (Ke 1053c) 0.37 037 0.37 035 036 0.36 036 037 0.36 037 037 037 036 0.37 0.36
61 O. vulgare subsp hirtum (Al 1317a) 0.34 0.34 0.34 0.33 0.34 034 034 034 033 034 034 034 034 034 033
62 O. vulgare subsp hirtum (Al 1317b) 0.34 034 0.34 032 033 0.33 033 034 033 034 034 034 033 034 033
63 O. vulgare subsp hirtum (Al 1317c) 0.34 0.34 0.34 0.33 0.34 034 034 034 033 034 034 034 034 034 033
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Cizelge 4.5. Devami

Takson Adi ve Lokasyonu 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31

1 O. saccatum (Gd 1008a)

2 0. saccatum (Gd 1008b)

3 0. saccatum (Gd 1008c)

4 0. saccatum (Al 1173a)

5 0. saccatum (Al 1173b)

6 0. saccatum (Al 1173c)

7 O.saccatum (Gp 281a)

8 0. saccatum (Gp 281b)

9 0. saccatum (Gp 281c)

10 O. solymicum (Ke 51a)

11 O. solymicum (Ke 51b)

12 0. solymicum (Ke 51c)

13 O. solymicum (Ke 471a)

14 0. solymicum (Ke 471b)

15 O. solymicum (Ke 471c)

16 O. solymicum (Ke 1149a) 1.00

17 O. solymicum (Ke 1149b) 0.99 1.00

18 O. solymicum (Ke 1149c) 0.98 0.98 1.00

19 O. husnucanbaserii (Al 1359a) 0.42 0.44 0.44 1.00

20 O. husnucanbaseri (Al 1359b) 0.42 0.44 0.44 0.97 1.00

21 O. husnucanbaseri (Al 1359c) 0.41 043 043 095 095 1.00

22 0. bilgeri (Gd 1545a) 0.49 049 051 048 048 0.48 1.00

23 0. bilgeri (Gd 1545b) 0.45 0.47 047 047 047 046 0.94 1.00

24 0. bilgeri (Gd 1545c) 0.49 0.49 050 0.47 047 048 0.98 0.93 1.00

25 O. bilgeri (Ak 1115a) 0.47 0.47 046 047 047 048 085 0.83 0.86 1.00

26 O. bilgeri (Ak 1115b) 0.47 0.48 047 0.47 047 048 0.86 0.86 084 0.96 1.00

27 O. bilgeri (Ak 1115c) 0.47 047 046 046 046 047 086 0.84 0.84 097 099 1.00

28 O. minutiflorum (Bb 1332a) 0.46 0.46 047 0.47 047 046 071 071 069 0.67 069 0.68 1.00

29 O. minutiflorum (Bb 1332b) 0.47 0.47 047 0.47 047 046 0.70 0.70 068 0.69 0.71 0.70 0.98 1.00

30 O. minutiflorum (Bb 1332c) 0.46 0.46 0.47 0.47 047 046 069 068 068 068 0638 067 097 098 1.00

31 O. minutiflorum (Sk 1788a) 0.45 0.47 046 049 049 049 0.66 0.67 066 0.68 0.70 0.69 0.92 0.94 093 1.00
32 O. minutiflorum (Sk 1788b) 0.45 0.46 045 0.50 050 049 0.67 0.68 067 0.68 0.68 0.67 0.94 0.95 096 0.96
33 O. minutiflorum (Sk 1788c) 0.44 046 045 049 049 049 0.65 0.68 065 0.66 0.67 0.67 0.92 0.93 0.93 0.97
34 0. minutiflorum (Ke 1339a) 0.44 0.44 044 049 049 048 0.66 0.66 066 0.67 0.67 066 0.93 0.94 093 0.95
35 O. minutiflorum (Ke 1339b) 045045 046 049 049 048 0.67 0.67 067 0.68 0.68 067 0.95 0.96 0.95 0.96
36 O. minutiflorum (Ke 1339c) 0.44 044 044 049 049 048 066 0.65 0.65 066 066 0.66 0.94 0.94 093 0.96
37 O. majorana (Ak 582a) 0.37 0.37 0.37 0.38 038 038 050 050 049 046 048 047 056 058 057 0.57
38 O. majorana (Ak 582b) 0.36 0.36 0.37 0.38 0.38 0.38 051 050 051 049 050 050 0.58 059 058 057
39 0. majorana (Ak 582c) 0.37 0.37 0.39 040 040 039 053 052 052 048 049 049 057 058 057 057
40 O. majorana (Gp 1372a) 0.36 0.36 0.38 041 041 040 052 051 052 050 051 051 056 058 056 058
41 O. majorana (Gp 1372b) 0.37 0.37 0.38 041 041 040 0.52 052 052 0.50 0.52 051 0.57 0.58 0.57 0.59
42 0. majorana (Gp 1372c) 0.36 0.36 0.37 0.39 039 0.38 0.51 050 050 051 053 052 058 0.59 058 0.58
43 0. majorana (Al 1041a) 0.34034 035 0.39 039 038 049 048 049 046 047 046 0.53 0.55 053 0.52
44 0. majorana (Al 1041b) 0.36 0.36 0.37 0.40 040 0.39 053 052 051 048 051 050 057 0.58 056 0.55
45 0. majorana (Al 1041c) 0.36 0.36 0.38 0.40 040 040 0.53 052 051 048 051 050 0.57 0.59 0.56 0.55
46 O. onites (El 1037a) 0.41 041 042 043 043 044 057 056 055 053 056 056 0.57 0.57 057 0.55
47 0. onites (El 1037b) 0.380.38 0.38 044 044 045 053 053 051 054 055 055 0.55 0.55 0.55 0.53
48 0. onites (El 1037c) 0.39 037 0.39 042 042 042 053 052 053 054 054 055 053 054 055 052
49 0. onites (Fa 007a) 0.36 0.35 0.36 043 043 044 053 050 051 0.53 053 054 053 0.53 053 0.50
50 O. onites (Fa 007b) 0.37 0.35 0.37 044 044 045 053 051 051 054 054 055 053 054 054 051
51 O. onites (Fa 007c) 0.36 0.35 0.36 042 042 043 051 050 049 052 052 053 0.53 0.53 053 0.50
52 O. onites (Ku 521a) 0.36 0.35 0.36 0.43 043 044 052 050 050 051 051 052 052 053 052 049
53 0. onites (Ku 521b) 0.380.36 0.38 044 044 044 053 051 053 054 052 053 0.53 0.53 055 0.51
54 0. onites (Ku 521c) 0.37 0.36 0.37 043 043 043 053 051 051 052 052 053 053 0.54 053 0.50
55 O. vulgare subsp hirtum (Gp 1468a) 0.33 0.33 0.34 0.36 0.36 0.37 044 045 044 043 042 043 049 048 047 049
56 O. vulgare subsp hirtum (Gp 1468b) 0.33 0.33 0.33 0.33 0.33 0.34 042 043 042 042 042 042 047 047 047 049
57 O. vulgare subsp hirtum (Gp 1468c) 0.33 0.33 0.34 0.35 0.35 0.36 043 043 042 043 042 043 047 048 047 049
58 O. vulgare subsp hirtum (Ke 1053a) 0.37 0.37 0.37 0.37 037 037 046 047 046 046 046 046 050 050 050 0.52
59 O. vulgare subsp hirtum (Ke 1053b) 0.36 0.36 0.37 0.37 0.37 037 046 047 046 045 045 046 049 050 049 051
60 O. vulgare subsp hirtum (Ke 1053c) 0.37 0.37 0.37 0.37 0.37 037 046 047 046 046 046 046 050 050 0.50 0.52
61 O. vulgare subsp hirtum (Al 1317a) 0.34 0.34 0.34 0.36 0.36 036 045 045 044 043 043 043 048 047 047 048
62 O. vulgare subsp hirtum (Al 1317b) 0.34 0.34 0.34 0.34 0.34 034 044 045 044 042 042 043 048 047 046 048
63 O. vulgare subsp hirtum (Al 1317c) 0.34 0.34 0.34 0.36 0.36 0.36 045 045 044 043 043 043 048 047 047 048
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Cizelge 4.5. Devami

Takson Adi ve Lokasyonu 32 33 34 3 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45 46 47
1 O. saccatum (Gd 1008a)

2 0. saccatum (Gd 1008b)

3 0. saccatum (Gd 1008c)

4 0. saccatum (Al 1173a)

5 0. saccatum (Al 1173b)

6 0. saccatum (Al 1173c)

7 O.saccatum (Gp 281a)

8 0. saccatum (Gp 281b)

9 0. saccatum (Gp 281c)

10 O. solymicum (Ke 51a)

11 O. solymicum (Ke 51b)

12 0. solymicum (Ke 51c)

13 O. solymicum (Ke 471a)

14 0. solymicum (Ke 471b)

15 O. solymicum (Ke 471c)

16 O. solymicum (Ke 1149a)

17 O. solymicum (Ke 1149b)

18 O. solymicum (Ke 1149c)

19 O. husnucanbaserii (Al 1359a)

20 O. husnucanbaseri (Al 1359b)

21 O. husnucanbaseri (Al 1359c)

22 0. bilgeri (Gd 1545a)

23 0. bilgeri (Gd 1545b)

24 0. bilgeri (Gd 1545c)

25 0. bilgeri (Ak 1115a)

26 O. bilgeri (Ak 1115b)

27 0. bilgeri (Ak 1115c)

28 O. minutiflorum (Bb 1332a)

29 O. minutiflorum (Bb 1332b)

30 O. minutiflorum (Bb 1332c)

31 O. minutiflorum (Sk 1788a)

32 O. minutiflorum (Sk 1788b) 1.00

33 O. minutiflorum (Sk 1788c) 0.98 1.00

34 0. minutiflorum (Ke 1339a) 0.94 0.93 1.00

35 O. minutiflorum (Ke 1339b) 0.96 0.94 0.98 1.00

36 O. minutiflorum (Ke 1339c) 0.95 0.94 0.99 099 1.00

37 O. majorana (Ak 582a) 0.57 0.56 0.57 0.58 0.57 1.00

38 O. majorana (Ak 582b) 0.57 0.56 0.57 0.58 057 0.94 1.00

39 0. majorana (Ak 582c) 0.57 0.57 0.58 0.58 0.57 0.95 0.94 1.00

40 O. majorana (Gp 1372a) 0.58 0.57 058 0.59 0.58 0.91 0.93 0.93 1.00

41 O. majorana (Gp 1372b) 0.58 0.58 0.59 0.60 058 0.92 0.94 0.93 099 1.00

42 0. majorana (Gp 1372c) 0.58 0.57 0.58 0.59 058 0.93 0.95 0.90 094 0.95 1.00

43 0. majorana (Al 1041a) 0.52 052 0.54 0.54 054 095 0.94 094 091 0.92 0.94 1.00

44 0. majorana (Al 1041b) 0.54 0.54 055 0.56 055 0.92 0.94 092 092 0.92 094 095 1.00

45 0. majorana (Al 1041c) 0.55 0.54 055 0.56 055 0.94 0.92 092 092 0.93 093 095 0.96 1.00

46 O. onites (El 1037a) 0.54 0.54 054 0.55 053 057 057 059 057 057 057 055 059 0.56 1.00

47 0. onites (El 1037b) 0.52 0.52 051 0.52 051 058 0.56 054 055 0.55 059 056 0.60 0.57 0.93 1.00
48 0. onites (EI 1037c) 0.52 052 051 0.52 051 054 055 054 055 0.55 056 053 0.55 0.56 092 0.94
49 0. onites (Fa 007a) 0.50 0.50 0.49 0.50 0.49 053 054 052 053 053 055 055 0.57 0.56 0.88 0.93
50 O. onites (Fa 007b) 0.51 050 0.50 0.51 050 0.54 0.55 053 054 054 056 056 0.58 0.57 0.89 0.95
51 O. onites (Fa 007c) 0.50 0.50 0.49 0.50 049 053 053 051 052 052 054 054 0.56 0.55 0.88 0.93
52 0. onites (Ku 521a) 0.48 0.48 049 049 049 054 055 053 053 053 055 057 059 0.57 087 0.93
53 0. onites (Ku 521b) 0.50 0.50 0.50 0.51 0.49 057 0.58 056 056 0.56 0.58 058 0.60 0.58 0.89 0.93
54 0. onites (Ku 521c) 0.49 049 049 050 048 056 0.57 055 055 0.55 057 058 0.60 0.58 0.88 0.92
55 O. vulgare subsp hirtum (Gp 1468a) 0.49 0.48 0.47 0.48 0.46 0.47 046 047 048 048 047 046 047 048 052 0.53
56 O. vulgare subsp hirtum (Gp 1468b) 0.48 0.48 0.46 0.47 0.46 047 047 048 048 048 046 046 046 046 052 0.50
57 O. vulgare subsp hirtum (Gp 1468c) 0.49 0.48 0.47 0.48 0.46 046 046 047 048 048 047 045 046 046 0.53 0.51
58 O. vulgare subsp hirtum (Ke 1053a) 0.51 0.51 0.49 050 0.49 049 049 051 051 052 050 047 049 050 0.57 054
59 O. vulgare subsp hirtum (Ke 1053b) 0.51 0.50 0.49 050 048 049 049 0.50 051 051 050 047 049 049 057 0.53
60 O. vulgare subsp hirtum (Ke 1053c) 0.51 0.51 0.49 050 0.49 049 049 051 051 052 050 047 049 050 0.57 054
61 O. vulgare subsp hirtum (Al 1317a) 0.48 0.48 0.46 047 046 048 046 048 048 049 047 047 048 048 0.53 052
62 O. vulgare subsp hirtum (Al 1317b) 0.48 0.47 0.46 047 045 046 046 048 048 048 047 045 046 047 054 050
63 0. vulgare subsp hirtum (Al 1317c) 0.48 0.48 0.46 047 046 048 046 048 048 049 047 047 048 048 0.53 052
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Cizelge 4.5. Devami

Takson Adi ve Lokasyonu 48 49 50 51 52 53 54 55 56 57 58 59 60 61 62 63

N

0. saccatum (Gd 1008b)

4 0. saccatum (Al 1173a)

(=2}

O. saccatum (Al 1173c)

8 0. saccatum (Gp 281b)

10 O. solymicum (Ke 51a)

12 0. solymicum (Ke 51c)

14 0. solymicum (Ke 471b)

16 O. solymicum (Ke 1149a)

18 O. solymicum (Ke 1149c)

20 O. husnucanbaseri (Al 1359b)

22 0. bilgeri (Gd 1545a)

24 0. bilgeri (Gd 1545c)

26 O. bilgeri (Ak 1115b)

28 O. minutiflorum (Bb 1332a)

30 O. minutiflorum (Bb 1332c)

32 O. minutiflorum (Sk 1788b)

34 O. minutiflorum (Ke 1339a)

36 O. minutiflorum (Ke 1339c)

38 0. majorana (Ak 582b)

40 O. majorana (Gp 1372a)

42 0. majorana (Gp 1372c)

44 0. majorana (Al 1041b)

46 O. onites (El 1037a)

48 O. onites (El 1037c) 1.00

50 O. onites (Fa 007b) 0.94 0.99 1.00

52 O. onites (Ku 521a) 0.90 0.96 0.95 0.94 1.00

54 0. onites (Ku 521c) 0.90 0.95 095 094 0.97 096 1.00

56 O. vulgare subsp hirtum (Gp 1468b) 0.53 0.53 0.52 053 0.50 0.51 0.51 0.96 1.00

58 0. vulgare subsp hirtum (Ke 1053a) 0.58 0.54 0.54 054 0.51 0.53 052 0.90 091 0091 1.00

60 O. vulgare subsp hirtum (Ke 1053c) 0.58 0.54 0.54 0.54 0.51 0.53 0.52 090 091 091 1.00 0.99 1.00

62 O. vulgare subsp hirtum (Al 1317b) 0.54 0.52 0.52 052 0.49 050 050 0.93 0.94 094 092 093 092 098 1.00
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Tez ¢alismasi kapsaminda elde edilen filogenetik aga¢ degerlendirildiginde bu agacta
yer alan ilk dallanmanin, birbirlerine olan morfolojik yakinliklariyla dikkat ¢eken O.
saccatum, O. solymicum ve O. husnucanbaseri tiirlerinin olusturdugu grupla diger tiirler
arasinda olustugu dikkat ¢ekmektedir. Amaracus ve ¢alismada yer alan yakin seksiyonu
olan Brevifilamentum igerisinde yer alan bu ii¢ tiir kendi aralarinda % 77 bootstrap
orantyla ayrilmistir. O. husnucanbaseri yukarida belirtilen morfolojik 6zelliklerine gore
evrimsel olarak Amaracus seksiyonunda yer alan tiirlerden daha gelismistir. Bu veriyi,
olusturulan filogenetik aga¢ ve PCO grafigi de (Sekil 4.5) daha agik bir sekilde

desteklemektedir.

PCO case scores (Average Distance)

Origanum seksiyonu

arc L. subsp hirtum (Liok) letswaart

Majarona seksiyonu

Amaracus seksiyonu

Origanum puiics | Origanum BashiuCasbaseri H.Duman

Axis 2

Axis 1

Sekil 4.5. Origanum cinsine ait {i¢ boyutlu PCO analiz grafigi

Tiirkiye florasinda yer alan Origanum cinsine ait taksonlar1 birbirinden ayiran teshis
anahtarlarinda kullanilan 6zelliklerin ayni1 zamanda bu taksonlar1 birbirinden seksiyon
diizeyinde ayiran karakterler olduklar1 goriiliir. Origanum cinsine ait mevcut morfolojik
karakterler bir biitliin olarak diisiiniildiigiinde bazi karakterlerin digerlerine gore daha
stabil ve cins sistematiginde kullanilan daha baskin karakterler olduklar1 goriilmektedir.

Bunlardan biri de kaliks yapis1 ve bu yapida tiirden tiire degisik 6zellikler gosteren
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morfolojik o6zelliklerdir. Tiirkiye Florasi’'nda Origanum cinsinden bir 6nce yer alan
Prunella cinsinde kaliksin tiibular yapili ve iki dudakli oldugu, Ustteki dudak Uzerinde
dis oldugu goriilmektedir. Origanum tiirlerinin birbirinden ayriminda kullanilan ilk
Ozellik de yine kaliks yapisinin dis tasiyip tasimamasi veya bir-iki dudakli olup
olmamasidir. Origanum cinsi bu karakter bakimindan tam bir karakter gegisinde

bulunmaktadir

Ulkemizde yayilis gosteren Origanum tiirlerinin bir kismi bir-iki dudakli olup (bu
dudaklar disli veya degildir) geri kalan kisminin ise herhangi bir dudak parcalanmasi
olmadan 5 adet hemen hemen birbirine esit uzunlukta, diizenli bes dis yapisina sahip
oldugu goriilmektedir. Tirkiye Florasi kayitlarinda Origanum’dan hemen sonra gelen
cinsler olan Pentapleura ve Satureja’da da kaliksin dudak ayrimi olmadan diizenli bes
dis tasimasi dikkat ¢ekicidir. Tez calismast kapsaminda degerlendirilen tiirlerden O.
vulgare disinda tiim tiirlerde kaliks yapis1 bir veya iki dudaklidir. O. vulgare Origanum
seksiyonunda yer alan diizenli bes disli kaliks yapisina sahip olan bir tiirdiir. Ulkemizde
dort alttiirle temsil edilen bu tiir Antalya ili’nde subsp. hirtum alttiiriiyle temsil
edilmekte ve c¢aligma kapsaminda yer alan diger tiirlerden kaliksin yukarida belirtilen
yapist yaninda, ¢icek durumlarinin dik duruslu kiigiik bagakciklar halinde, dairesel ¢icek
halkalarinda iki cicekli olmasiyla, korollanin kaliksin yaklasik 2.5 kati uzunlugunda,
stamenlerin farkli uzunluklarda ve korolladan disa kisa ¢ikishh olmasiyla ve

filamentlerin korollanin yaris1 uzunlugunda olmasiyla ayrilmaktadir.

Bu ozellikleriyle diger tiirlerden evrimsel olarak daha ileri sayilabilecek morfolojik
karakterler tasiyan O. vulgare, Sekil 4.4’de sunulan filogenetik agacta da net bigimde
goriildigi tizere Majorana (O. majorana, O. onites) ve Chilocalyx (O. bilgeri, O.
minutiflorum) seksiyonlarindan tek basma ayrilan ayri bir dal ¢izmistir. Bu durumu
Sekil 4.5’de sunulan PCO grafigi ve koklendirilmemis gruplama analizi de

desteklemektedir.
Antalya li’nde yayilis gdsteren O. bilgeri ve O. minutiflorum tirleri ise Chilocalyx

seksiyonuna aittir. Bu tirlerin her ikisi de llkemize endemik olan ve sadece Antalya

[li'nde yayilis gosteren tiirlerdir. Bu tiirler, ¢icek durumlarmin dik duruslu ve kiigiik
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basakciklar seklinde olmasiyla; dairesel ¢igek halkalarinin iki ¢icekli; kaliksin bir veya
iki dudakli ve bu dudaklarin genellikle kii¢iik disler tasimasiyla; korollanin iki dudakli
ve kaliksin yaklagik iki kat1 uzunlukta olmasiyla; stamenlerin az-cok esit uzunlukta,
korollanin i¢inde kalmasiyla, filamentlerin korollanin hemen hemen yaris1 uzunlugunda

olmastyla karakterizedir.

O. minutiflorum tiirtine ait ilk 6rnekler 1947 yilinda Tahtali Dagi’ndan, Tiirkiye
Florasi’nin da editorii olan P. H. Davis tarafindan toplanmis ve 1949 yilinda O. Schwarz
ile birlikte bilim diinyasma tanmitilmistir. O. minutiflorum Antalya Ili'nde en doguda
Tahtali Dag1, Beydaglari, Saklikent ve yakin civarinda, en batida ise Bozburun Dag1 ve
yakin g¢evresinde yayilis gostermektedir. Bu seksiyonun calisma kapsaminda yer alan
diger tiirii O. bilgeri tiiriine ait tip drnekleri ise yine Davis tarafindan Giindogmus Ilgesi
Han Bogazi alanindan toplanmis ve bilim diinyasina tanitilmistir. Yakin doneme kadar
sadece tip lokasyonundan bilinen bu tiire ait bir diger lokasyon Tuzakli, Otluk, Gidefi
Daglar1, (Akseki) ve Cevresinin Florasi isimli ¢alisma kapsaminda 1995 yilinda Ahmet
Duran tarafindan Akseki Serebil Cesmesi civarinda tespit edilmistir. Tez kapsaminda
yapilan arazi ¢alismalarinda bu seksiyona ait her iki tiir tip lokasyonlar: da dahil olmak

tizere ad1 gecen bolgelerde gozlenmis ve toplanmistir.

Origanum cinsini revize eden letswaart’in Tiirkiye Florasi’nda da belirttigi gibi
Antalya ili’ne endemik olan bu tiirlerin mevcut yayilislarinin gecis gosterdigi Bozburun
Dagi gibi lokasyonlarda her iki tiiriin de morfolojik karakterlerini tastyan bazi 6rnekler
bulunmaktadir. Bu o6rneklerin gecis Ozellikleri gosterdigini ortaya koyan en giicli
morfolojik kanit, kalikslerinin genel yapi, tiiylenme karakterlerinde ve braktelerine olan
oranlarinda goriilmektedir. Her iki tlir arasindaki en 6nemli morfolojik farkliliklar
govde ve yaprak tiiy yapisi, brakte ve korolla boyutlar1 ve kaliksin genel yapisinda
gorulmektedir. Hatta Origanum cinsinin tiir teshis anahtarinda da bu iki tiir ad1 gegen
morfolojik 6zelliklerine gore birbirlerinden ayrilmaktadir. O. minutiflorum’un gévde ve
yaprak tiylenmesi piloz (seyrek tiiylii))’dur. Oysa ayni 6zellik O. bilgeri’de seyrek
tomentoz veya pubessent olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Bunun yaninda O. bilgeri’nin
brakteleri ve korollalar1 O. minutiflorum’a gore daha genis ve daha uzundur. Calisma

kapsaminda yapilan arazi ¢alismalarinda Akseki Serebil kuyusu ve yakin ¢evresinden
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toplanan Orneklerde bu oOzellikler birbirinin i¢ine ge¢mis durumdadir. Bu bdolgeden
toplanan 6rneklerde genel govde ve yaprak tiylenmesi O. minutiflorum’a benzerken
brakteler O. bilgeriye daha yakindir. Braktelerin kalikse gore genisligi ve kalikse gore
blytikligi her iki tiiriin gegisinde olan bu 6rnekler Ietswart’in Flora da belirttigi lizere
Bozburun Dagi’nda da yayilis gostermektedir. Davis 1945 yilinda bu bdlgeden topladig:
orneklerin bu iki tiiriin gecisinde oldugunu belirtmis ve bu Orneklerin taksonomik
yerinin tam olarak ortaya konmasi amaciyla daha fazla taksonomik ¢alisma yapilmasi

gerektigini vurgulamistir.

Akseki Serebil Kuyusu ve yakin civarindan toplanan 6rnekler morfolojik olarak O.
bilgeri’ye olan yakinliklar1 sebebiyle tez calismasi kapsaminda bu isim altinda
degerlendirilmistir. Filogenetik agacta Chilocalyx seksiyonu icerisinde bulunan O.
bilgeri ve O. minutiflorum tiirlerini tasiyan dalin Majorana seksiyonu icerisinde
bulunan O. majorana ve O. onites tiirlerinden ayrildig1 goriilmektedir. Bu durum gerek
tez kapsaminda yapilan arazi calismalarinda elde edilen verileri gerekse tiirlerin
morfolojik karakterlerinin ilkelden gelismise dogru siralanis bulgularin1 agikca
desteklemektedir. Zira O. majorana ve O. onites, O. bilgeri ve O. minutiflorum
tirlerinden braktelerin kaliksi sarmasiyla, kaliksin herhangi boliinme olmaksizin diiz
bicimde, brakte benzeri ve tek dudakli olmasiyla, korollanin diiz, stamenlerin farkli
uzunluklarda, korolladan az-¢cok disarida olmasiyla ayrilmaktadir. Bu verileri ¢alisma
sonucunda elde edilen PCO grafigi ve koklendirilmemis gruplama analizi de
desteklemektedir. Sekil 4.5’de sunulan PCO grafiginde O. bilgeri ve O. minutiflorum
birbirine yakin bigimde konumlanmigken, O. majorana ve O. onites’in bu tirlere
caligmanin diger tiirlerinden daha yakin olmakla birlikte bu iki tiirden ayr1 gruplandig:

dikkat cekmektedir.

Proje kapsaminda O. saccatum, O. solymicum, O. minutiflorum, O. majorana ve O.
onites tiirler bazinda 3 lokasyondan, O. bilgeri tir bazinda 2 lokasyondan, O.
husnucanbaseri tiir bazinda bir lokasyondan ve O. vulgare subsp. hirtum ise alttlr
olarak 3 lokasyondan toplanmistir. Her bir Origanum taksonu ¢iceklenme déneminde

toplanmis, baz1 durumlarda ciceklenme zamanini yakalamak amaciyla ayni lokasyon
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birden fazla ziyaret edilmistir. Toplam lokasyon sayist 21 olup Antalya’nin biiyiik bir

kismin1 kapsayacak sekilde toplanmistir.

Antalya’nin dogusunda yayilis gosteren O. saccatum tiiri Gazipasa, Alanya ve
Gilindogmus lokasyonlarindan orneklenmistir. Gazipasa lokasyonu (281 m) Alanya
(1173 m) ve Gilindogmus (1008 m) lokasyonlarindan yiikseklik farki ile belirgin olarak
ayrilmistir. Yapilan analizler sonucunda elde edilen bootstrap degerlerinin ve UPGMA

agacinin da bu ayirimi destekledigi goriilmektedir (Sekil 4.4) .

Antalya iline 6zgii bir tiir olan ve Kemer bdlgesinde lokal endemik olarak yayilis
gosteren O. solymicum tlrl, bu bolgeden 51 m, 471 m ve 1149 m yiksekliklerden
orneklenmistir. Kalkerli kayaliklardan orneklenen, 51 m ylikseklikteki lokasyona ait
bireyler, orman alt1, yol kenar1 yamaglardan 6rneklenen 471 m ve 1149 m yiikseklikteki
lokasyonlara ait bireylerden, yapilan analizler sonucunda ayrilmigtir. Bu tiire ait

bootstrap degerleri ve UPGMA agaci Sekil 4.4°de verilmistir.

Alanya Hadim yolu tGzerinde 1200-1500 m araliginda lokal endemik yayilis gosteren
O. husnucanbaseri’ye ait bootstrap degerleri ve UPGMA agaci1 Sekil 4.4’de verilmistir.
Ayn bir seksiyonda yer alan tiir UPGMA agacinda goriildigli gibi diger tiirlerden

belirgin olarak ayrilmistir.

Gilindogmus (1545 m) ve Akseki (1115 m) lokasyonlarindan 6rneklenen Origanum
bilgeri’nin, lokal endemik bir tiir olarak sadece tip lokasyonu bilinmekteydi. Ancak
1995 yilinda yapilan bir c¢aligma kapsaminda Akseki bolgesinde Serebil kuyusu
mevkiinde de belirlenmistir. Her iki lokasyondan da orneklenen O. bilgeri’ye ait

bootstrap degerleri ve UPGMA agaci Sekil 4.4°de verilmistir.

Antalya’ya endemik bir diger tiir olan O. minutiflorum, Antalya’nin batisinda
Saklikent (1788 m) ve Kemer (1339 m) bolgelerinden, Antalya’nin dogusunda ise
Bozburun Dagi orman yolundan (1332 m) orneklenmistir. Sekil 4.4°de verilen O.

minutiflorum’a ait bootstrap degerleri ve UPGMA agaci incelendiginde de gruplamanin
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bu dogrultuda oldugu ve dogudaki Bozburun lokasyonuna ait drneklerin diger iki

lokasyondan ayrildig1 goriilmektedir.

Akseki (582 m), Alanya (1041 m) ve Gazipasa (1372 m) lokasyonlarindan toplanan
O. majorana orneklerine ait bootstrap degerleri ve UPGMA agaci Sekil 4.4’de
verilmistir. Antalya’nin kuzeybatisinda Elmali (1037 m) ilgesinden ve gilineybatisinda
Faselis (7 m) ve Kumluca (521 m) ilgesinden 6rneklenen O. onites tlrlne ait bootstrap
degerleri ve UPGMA agac1 Sekil 4.4°de verilmistir. Burada da deniz kenarinda yer alan
Faselis ve Kumluca lokasyonlar1 Antalya’nin i¢ kisminda yer alan Elmali
lokasyonundan ayrilmigtir. Yiikseklik farki agisindan incelendiginde de Elmali

lokasyonu 1037 m ile diger iki lokasyondan ayrilmaktadir.

Antalya’nin batisinda Kemer (1053 m) ilgesinden ve dogusundan Alanya (1317 m)
ve Gazipasa (1468 m) il¢elerinden 6rneklenen O. vulgare subsp hirtum’a ait bootstrap
degerleri ve UPGMA agac1 Sekil 4.4’de verilmistir. Her ii¢ lokasyonda 1000 m’nin
tizerindedir, ancak Alanya ve Gazipasa lokasyonlar1 1500 m’ye yakin lokasyonlardir.

Gerek yiikseklik gerekse yoney farki UPGMA agacina da yansimistir.

Skoula ve Harborne (2002), yapilmis olan baz1 c¢alismalarin sonuglarini
degerlendirerek Origanum cinsini ugucu yag analizlerine gore 3 ana gruba ayirmislar ve
Amaracus, Anatolicon ve Brevifilamentum seksiyonlarini igeren Grup A’da yer alan
tiirlerin, ucucu yag verimi yoniinden fakir oldugunu bildirmislerdir. Amaracus
seksiyonundaki O. saccatum ve O. solymicum tirlerinin p-simen igerigi yoniinden,
Brevifilamentum seksiyonunda yer alan O. husnucanbaseri tiriinin ise borneol, sis- ve
trans-sabinen hidrat igerigi yoniinden zengin oldugunu ve simil bilesikleri yerine sabinil
bilesiklerini igerdigini belirtmiglerdir. Aymi arastiricilar Chilocalyx ve Majorana
seksiyonlarini iceren Grup B’de yer alan tiirlerin ugucu yag verimi yoniinden zengin
oldugunu bildirmislerdir. Chilocalyx seksiyonunda yer alan O. minutiflorum ve O.
bilgeri tiirlerinin kavrakrol yoniinden zengin, sabinil bilesiklerince fakir oldugu,
Majorana seksiyonunda yer alan ve Tirkiye ve Kibris’tan toplanan O. majorana’da
kavrakrol igeriginin, bu tlr igin karakteristik olan sis-sabinen ve trans-sabinen hidrat

bilesiklerinden daha yiiksek oldugunu belirtmislerdir. O. onites turiinde ise kavrakrol,
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bisabolen ve geraniol bilesiklerinin karakteristik oldugu ancak saf linalol tipinin yine
Tirkiye’den kaydedildigini bildirmislerdir. Campanulaticalyx, Elongataspica ve
Origanum seksiyonlarindan olusan Grup C’de yer alan tiirlerin halkasiz bilesikler ve
seskuiterpenoidler yoniinden, Origanum seksiyonunda yer alan O. vulgare taksonlarinin
ise sabinen bilesikleri yoniinden zengin oldugunu belirtmislerdir. Yukarida belirtilen
bilgiler bu tez g¢alismasindan elde edilen molekiiler gruplama sonuglart ile uyum

icerisindedir.

4.5. Thymus L. DNA Markir Analizleri

Calismada Origanum L.’de uygulanan yaklasima benzer bir yaklasim uygulanarak
Thymus L. tir, alttir ve varyete bazinda genomik DNA'lar1 birlestirilerek tiir bazinda,
lokasyonlardan toplanan ornekler birlestirilerek lokasyon bazinda ve her bir genotipin
ayr1 olarak incelendigi genotip bazinda g¢alismalar gerceklestirilmistir. Thymus L.
tirlerinde daha onceden belirlenmis SSR primer ciftleri bulunmadigi icin SSR
calismalar1 kloroplast genomu kullanilarak, tiir, ve genotip bazinda, CAPS, SCAR
calismalar1  tiir bazinda ve DAMD-PZR c¢alismalar1 lokasyon bazinda
gerceklestirilmistir.

CpSSR ¢alismalarinda toplam 10 ¢ift primer cifti kullanilarak toplam 9 takson

calistimistir.  CpSSR  primer c¢iftlerinden CCMP10 ve CCMS$ kullanilan tiirleri
birbirlerinden ayirt edememislerdir (Sekil 4.6).
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Sekil 4.6. Kloroplast SSR (CpSSR) primer c¢iftleri ile elde edilen amplikonlarin agaroz
jel gorintdleri

CpSSR primer ciftlerinden CCMP1, CCMP3, CCMP4, CCMP5, CCMP7 ve CCMP9
tirler arasinda polimorfik amplikonlar iiretmislerdir. CCMP1 besinci tiir olan T.
zygoides, yedinci tur olan T. sipyleus subsp. sipyleus var. davisianus ve dokuzuncu tur
olan T. longicaulis subsp. chaubardi farkli amplikonlar iireterek tiirleri birbirlerinden
ayirt edebilmislerdir. CCMP3 primer ¢ifti ise sekizinci tir olan T. sipyleus subsp.
sipyleus var. rosulans markir {reterek tiire 6zgii kloroplast markirt olugturmustur.
CCMP6 Primer cifti 9 nolu tir olan T. longicaulis subsp. chaubardi digerlerinden
ayirabilmistir. Diger taraftan CCMP4, CCMP5 primer ciftleri polimorfik markirlar
uretebilmisler ancak bu markirlarin tiir teshisinde kullanilacak ¢oziintirliige sahip
olmadiklar1 belirlenmistir. CpSSR (CCMP2) primer ciftlerinden bir tanesinin blyik
boyutta amplikon Uretmesi nedeni ile CAPS-Mikrosatellit yontemine goére analiz
edilmistir (Ince vd 2010). Sekil 4.7’de CpSSR primer c¢iftinin CAPS-Mikrosatellit
yontemi ile elde edilen amplikonlar gosterilmektedir.
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CCMP2 / SET-A CCMP2 /| SET-B CCMP2 / SET-C

|

Sekil 4.7. CCMP2 (CpSSR) primer c¢ifti ile enzim setlerinin kullanilmas1 sonucu elde
edilen amplikonlarin agaroz jel goriintiisii

Thymus L. tiirlerine ait 52 genotip tizerinde CCMP2 primer ¢iftleri kullanilarak elde
edilen amplikonlara ait agaroz jelde goriintii Sekil 4.8’de verilmistir. Bu jelde de
goriildiigli tizere CCMP2 primer c¢ifti biitiin DNA’lardan amplikon iiretmis ve
amplikonlar 3 farkli patern gostermistir. Tiirler igerisinde farkli patenlerin varligi
CCMP2 primer c¢iftinin tiirler arasinda iliskilerin saptanmasinda kullanilamayacagini
gostermis olmakla beraber bu patern farkliligi, oOrneklerin karistirilmasi, dogal
hibritlerin varligit veya az bir ihtimalle primer ¢iftlerinin deney hatasi olarak
karistirilmis olabilecegini gostermektedir. Bu nedenle Thymus L. taksonlarinin detayli

bir sekilde tekrar incelenmesinde yararlar bulunmaktadir.

CCMP2 / 1-26

CCMP2 / 27-52

Sekil 4.8. Thymus L.’ye ait DNA o6rneklerinin CCMP2 primer ¢ifti ile ¢ogaltilmasi
sonucu elde edilen amplikonlar

Calismada mitokondri ve kloroplast genomlarinda bulunan lokuslardan

yararlanilarak Thymus L.’ tiirleri arasindaki genetik iligkilerin belirlenmesi amaciyla
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SCAR yontemi kullanilmistir. 8 farkli lokus incelenmis ve sonuglar bir arada
degerlendirildiginde bazi Thymus L. tiirlerine ait genotiplerin diger tiir iliyelerinden
mitokondri ve kloroplast genomlar1 bakimindan farklilik géstermekle (Sekil 4.9) birlikte
onemli sayida lokusun homolog oldugu tespit edilmistir. Mitokondri ve kloroplast DNA
lokuslart arasindaki faklilig1 ortaya koymak amaciyla SCAR markirlar1 degisik sayida
restriksiyon enzimi (Cizelge 4.6) veya restriksiyon enzim karigimlar (Cizelge 4.7) ile

kesilerek CAPS markirlarina doniistiirilmiistiir.

cprtnS-pshC

Sekil 4.9. ucpd-c ve cptrnS-psbC primerleri ile Thymus L.’nin 52 genotip DNA’s1
cogaltilarak elde edilen amplikonlar

Cizelge 4.6. Kullanilan restriksiyon enzimleri ve tanima bolgelerinin sekans bilgileri

Restriksiyon Enzimi Tanima Bolgelerinin Sekans Bilgisi
Aat | 5’-GACGT"C-3’
3’-C"TGCAG-5’
Bam HI 5’-G"GATCC-3’
3’-CCTAG"G-5’
Clal 5’-ATA"CGAT-3’
3’-TAGC"TA-5’
EcoR | 5’-GMAATTC-3°
3’-CTTAANG-5’
Hae 111 5’-GG"CC-3’
3’-CC"GG-5’
Hind 111 5’-A"AGCTT-3’
3’-TTCGANA-5
Hinf | 5’-GMANTC-3’
3’-CTNANG-5’
Msp | 5’-C"CGG-3’
3’-GGC"C-5
Rsa | 5’-GTMAC-3’
3’-CANTG-5°
Vsp | 5-ATATAAT-3’
3’-TAAT TA-5’
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Cizelge 4.7. Hazirlanan restriksiyon enzim karigimlari

SET-A SET-B SET-C
Hind 11 Aat 11 Hinf |
Hae I11 Hinf I Bam HI
Vsp | Msp | Hind 111
EcoR | Rsa | Clal

CAPS veya diger bir adiyla PZR-RFLP yodntemi Thymus L.’nin Kkloroplast ve
mitokondri genomlarinda kullanilmistir. Kloroplast ve mitokondri primer giftleri ile
cogaltilan amplikonlar daha sonra restriksiyon enzimleri ile ayr1 ayr1 veya restriksiyon
enzim kombinasyonlari ile kesilereck Thymus L. tiirleri arasindaki genetik iliskiler

arastirilmistir.

CAPS analizlerinde Hind 111, Hae Il1, Vsp | ve EcoR | enzimlerinden meydana gelen
SET-A restriksiyon enzim karisimi kullanilarak tiirlere ait genotiplerin DNA'larin
birlestirilmesi ile olusturulmus ve primer ciftleri ile ¢ogaltilmis amplikonlarin kesimi ile
caligilan tiirlerin bir kismina ait tiire 6zgii DNA markirlart elde edilmistir. Degisik
primer ciftleri ile ¢ogaltilan ve restriksiyon enzim karigimlar ile elde edilen DNA
amplikonlarinin agaroz jeldeki goriintiileri Sekil 4.10°da verilmistir. Bu jel resimleri
incelendiginde, yiiksek polimorfizm oraninin trnH-psbA, ucpd-c ve cptrnS-psbC
primerlerinden elde edildigi goriilmektedir. Diger primer ¢iftleri ve bu restriksiyon

enzim karisimlari ise tiirleri birbirlerinden ayirt edememislerdir.

trnH_psbA
e L - -

Sekil 4.10. CAPS-SET-A restriksiyon enzim karigimi kullanilarak elde edilen DNA
amplikonlarinin agaroz jeldeki goriintiileri

71



Aat 11, Hinf I, Msp | ve Rsa I enzimlerinden olusturulmus olan SET-B restriksiyon
enzim karigimi kullanilarak tiirlere ait DNA’lar primer ¢iftleri ile ¢ogaltilmistir. Elde
edilen DNA amplikonlarinin agaroz jeldeki goriintiileri Sekil 4.11°de verilmistir.
Burada psb B1B2, psbC, ucpd-c ve cptrnS-psbC primerleri ile polimorfizm
yakalanmustir. Diger primerlerde monomorfik yap1 degismemistir. Hinf I, Bam HI, Hind
Il ve Cla | enzimlerinden meydana gelen SET-C restriksiyon enzim Kkarisimi
kullanilarak elde edilen DNA amplikonlarinin agaroz jeldeki goriintiileri Sekil 4.12°de
verilmistir. Bu enzim karisiminda monomorfik yapi genel olarak korunmustur. Sadece
ucpd-c, cptrnS-psbC ve nad 1B-1C primerlerinde polimorfizm olusturulabilmistir. Her
iic enzim seti (A, B ve C) birlikte degerlendirildiginde 16S ve psbA 5’ primerlerinin
monomorfik yapiy1 etkilemedigi goriilmektedir. Ucpd-C ve cp-trns-psbc primerlerininse
her ii¢ sette de giizel sonuglar verdigi dikkat cekmektedir. Diger primerler, psb B1-B2,
psbC, trnH-psbA ve nadlb-c, az da olsa bir risk tasimakla beraber calismalarda

denenerek kullanilabilir olduklar1 gériilmiistiir.

trnH_psbA

nad1B_1C

LA 2 A B2 R F ¥

Sekil 4.11. CAPS-SET-B restriksiyon enzim karigimi kullanilarak elde edilen DNA
amplikonlarinin agaroz jeldeki goriintiileri
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psbB1B2 trnH_psbA

Sekil 4.12. CAPS-SET-C restriksiyon enzim karisimi kullanilarak elde edilen DNA
amplikonlarinin agaroz jeldeki goriintiileri

Calismada kullanilan bir baska DNA markir teknigi DAMD-PZR olup minisatellit
primerlerinin amplifikasyonlar1 ile elde edilmistir. Bu primerler hem tiirlere ait bulk
DNA’larin hem de lokasyonlara ait bulk DNA’larin ¢ogaltilmasinda kullanilmaistir.
Thymus L.’nin 52 genotipine ait DNA’larin ¢ogaltilmasi sonucu elde edilen DNA
amplikonlarinin agaroz jel elektroforesis goriintiileri ise Sekil 4.13’de verilmistir. 17
lokasyona ait bulk DNA’larin ¢ogaltilmas1 sonucu elde edilen DNA amplikonlarinin
agaroz jel elektroforesis goriintiileri ise Sekil 4.14’de verilmistir. Agaroz jel
goriintiilerinden de anlasilacag: lizere DAMD-PZR yonteminin DNA ekstraksiyonlari
iyi olmak sarti ile Thymus L. genotiplerinde basariyla uygulanabilecegi belirlenmistir.

6.2H(+) / 1-26

Sekil .4.13. DAMD-PZR"m Thymus L. genotiplerine ait DNA’larin ¢ogaltilmasi sonucu
elde edilen DNA amplikonlarinin agaroz jel elektroforesis gortntuleri

73



6R

-8.
Sl 1 L R L L) ]

Sekil 4.14. DAMD-PZR’in Thymus L. lokasyonlarina ait bulk DNA’lardan elde edilen
amplikonlarin agaroz jel elektroforesis gorintdleri

Calismanin Thymus L. béliminde CAPS, CAPS-Mikrosatellit, CoSSR ve DAMD-

PZR teknikleri kullanilarak elde edilen veriler birlestirilerek Thymus L. tiirleri (Sekil

4.15) arasindaki iligkiler Cizelge 4.8’de hesaplanan genetik benzerlik indeksleri

kullanilarak olusturulan ve Sekil 4.16’da sunulan UPGMA ve Sekil 4.17°de sunulan

PCO analizleri yardimiyla irdelenmistir.
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Sekil 4.15. Calismada kullanilan Thymus tiirlerine ait bazi fotograflar; a: T. cilicicus b:
T. revolotus c: T. cherlerioides var. isauricus d: T. zygoides var. lycaonicus
e: T. leucotrichus var. austroanatolicus f: T. sipyleus subsp. sipyleus var.
sipyleus g: T. sipyleus subsp. sipyleus var. rosulans h: T. sipyleus subsp.
sipyleus var. davisianus 1: T. longicaulis subsp. chaubardii var. chaubardii

4.5. Thymus L Tiirlerinin Genetik iliskileri

Antalya Ili'nde yayilis gdsteren Thymus L. cinsine ait tiirlerin molekiiler iliskilerinin
tespit edilmesi amaciyla elde edilen filogenetik agac¢ (Sekil 4.16) degerlendirildiginde
ilk ayrimin T. cilicicus ve T. revolutus’un bulundugu dal ile ¢alisma kapsaminda yer
alan diger tiirlerin birbirinden ayrildig1 goriilmektedir. Tirlerin evrimsel olarak ilkelden
gelismise dogru siralandig1 Tiirkiye Florasi’nda da en ilkel tiirler olan ve bu c¢alismada
bir ve iki numarali tiirler olarak temsil edilen T. cilicicus ve T. revolutus Ulkemize

endemik taksonlardir.

Ulkemizde yayilis gosteren Thymus tiirlerini birbirinden ayiran en oOnemli
taksonomik karakterler; bitkinin genel formu, yapraklarin en-boy orani, yaprak
kenarlarinin geriye kivrik olup olmamasi, yag damlaciklarinin yogunlugu ve rengi, tiiy

yapist ve sekli, ¢icek diizeni ve braktelerin yapraklara benzerligi veya farkliligidir.
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T. cilicicus yar1 ¢alimsi ve yastik formundadir. Bunun yaninda ana dallarin yaprak
kenarlarinin diiz, yanal demet yapraklarinin kenarda kivrik olmasiyla karakterizedir. Bu
tire yakinligiyla bilinen T. revolutus ise ilk bakista T. cilicicus’dan tiim yapraklarinin
kenarda kivrik olmasiyla ayrilmaktadir. Bunun yaninda her iki tiiriin yag damlaciklar
yogunken bu damlaciklar T. revolutus’da turuncu veya kirmizi renkli, T. cilicicus’da ise
sarims1 renklidir. Bu iki tliriin Nei & Li benzerlik katsayisi 0.903°tlr (Cizelge 4.8).
Calisma kapsaminda yer alan tiirler igerisinde ayr1 bir grup olusturan bu iki tiiriin

yakinligin1 Sekil 4.17°de sunulan PCO grafigi de desteklemektedir.

Antalya [li’nde yayilis gosteren Thymus tiirleri igerisinde yaprak kenarlarmimn
kivrikhigiyla teshis edilebilen diger tiirler T. cherlerioides ve T. leucotricus tirleridir.
Filogenetik agacta bir 6nceki dallanmada ayrilan T. revolutus ve T. cilicicus ile T.
cherlerioides ve T. leucotricus tiirlerini birbirinden ayiran en 6nemli taksonomik
karakter braktelerin yapraklara olan benzerlik ve farkliliginda goriilmektedir. T.
revolutus ve T. cilicicus tiirlerinde brakteler yapraklarin en az iki kat1 genisligindeyken
T. cherlerioides ve T. leucotricus tirlerinde ise brakteler yapraklara benzemektedir.
Bunun yaninda T. cherlerioides, T. leucotricus tiiriinden yapraklarinin seritsi sekilli,
kadifemsi tiliylii olmasiyla ve brakteollerinin 5 mm’ye kadar uzamasiyla ayrilmaktadir.
Bu karakterler T. leucotricus tiiriinde yapraklarin seritsi-mizraksi sekilli, daha uzun
tlylh (var. austroanatolicus) ve brakteollerin 1-2.5 mm uzunlugunda olmasi seklinde

g6zlenmektedir.

Bu karakterlerin yaninda T. leucotricus tirt tiy karakterleri olarak oldukga
varyasyon gostermektedir. Bunun yaninda yapraklarin boyutu yoniiyle diger tiirlerle ve
tir gruplariyla gecis karakterleri tagimaktadir. T. leucotricus tlrl Thymus tdrlerini
birbirinden ayiran yaprak kenarlarinin  kivrikli§i  yoniinden de varyasyonlar
gostermektedir. Zira bu tiirde yaprak kenarlar1 hafifce kivrik olabildigi gibi kenarlarda
kalinlagmayla birlikte goriilen yapay kivriklik s6z konusudur. Bu durum yapraklarin en
boy oraninin, yaprak kenarlarindaki kivrikliga nazaran daha baskin bir karakter olarak
goriilmesini saglamaktadir. Zira filogenetik agagta bu dalda ilk ayrim T. leucotricus ile
T. zygioides arasinda goriilmektedir. Buna gore T. zygioides turu T. leucotricus turine,

T. cherlerioides tiirtinden daha yakindir. Tiirkiye Florasi teshis anahtarinda da T.
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leucotricus tiiri, anahtarin hem yaprak kenarlarinda kivrik 6zelliginden hem de

kenarlarda diiz 6zelliginden teshis edilebilmektedir.

Calisma kapsaminda yer alan bir diger tiir arastirma alanimizda {i¢ taksonla temsil
edilen T. sipyleus tiiriidiir. Bu tiir gévde yapraklarmin sekline ve ¢i¢cek durumlarinin
yogunluguna gore iki alttiire ayrilmaktadir. Bunlardan T. sipyleus subsp. rosulans
alttlirti daha genis bir yayilis alanina sahip olup iilkemize endemik degildir. T. sipyleus
subsp. sipyleus alttiirii ise lilkemize endemik iki varyeteyle temsil edilmektedir. Calisma
sonucunda elde edilen filogenetik aga¢ degerlendirildiginde ilk ayrimin goévde
yapraklarinin mizraks: veya hemen hemen seritsi yapisiyla ve ¢igek durumunun ¢ok
cicekli olmasiyla karakterize olan T. sipyleus subsp. rosulans alttiiriinde oldugu
goriilmektedir. Bu alttiir, tlire ait diger alttiire bagli varyetelerden ayr1 bir dalda
olusmaktadir. Bu durumu Sekil 4.17°de sunulan PCO grafigi de desteklemektedir. T.
sipyleus subsp. sipyleus var. sipyleus yapraklarinin tiiysiiz veya iist kisimda kisa tiiyli
alt kisimda tliysiiz olmasiyla karakterizedir. Bunun yaninda diger varyete olan T.
sipyleus subsp. sipyleus var. davisianus’da yapraklar her iki yilizeyinde de tiiyliidiir. Bu
iki varyete c¢alisma sonucunda elde edilen filogenetik agacta %100 bootstrap degeriyle

birbirinden ayrilmaktadir.

Sekil 4.17°de ozellikle T. revolotus ve T. cilicicus’un birbirine olan yakinligi ve
gruptan ayrilmis olmalar1 dikkat ¢ekmektedir. Bu durum UPGMA analizinden elde
edilen dendogram ile de paralellik gostermektedir. Bunun gibi iki gruplasma daha
dikkat ¢cekmektedir. Gruplardan biri T. sipyleus subsp. sipyleus turiine ait U¢ varyeteyi
(var. sipyleus, var. davisianus ve var. rosulans) kapsamaktadir. Bu ii¢ varyeteden var.
sipyleus ve var. davisianus birbirine daha yakin konumdayken var. rosulans bu gruba
disaridan dahil olmustur. Diger grup ise T. zygoides, T. leucotrichus ve T. cherlerioides
var. isauricus taksonlarindan olusmustur. T. longicaulis subsp. chaubardii var.

chaubardii taksonu ise tek bagina ayrilmistir.
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UPGMA

Thymus longicaulis C. Presl subsp. chaubardii

var. chaubardii (Boiss. & Heldr. ex Reichb. fil.)

Thymus sipyleus Boiss.

subsp. rosulans (Borbas) Jalas

Thymus sipyleus Boiss.

100

subsp. sipyleus var. davisianus Ronniger

Thymus sipyleus Boiss.

subsp. sipyleus var. sipyleus L.

Thymus zygioides Griseb.

53

var. lycaonicus (Celak) Ronniger

Thymus leucotrichus Hal.
var. austroanatolicus Jalas

Thymus cherlerioides Vis.

99

var. isauricus Jalas

Thymus revolutus Celak.

Thymus cilicicus Boiss. & Bal.

Nei & Li's Coefficient

1
M

Sekil 4.16. Thymus taksonlarinin Nei
olusturulmus UPGMA agaci

& Li benzerlik matriksi temel alinarak
. (Dallar tlizerindeki rakamlar 2000 tekrarl

bootstrap frekans degerlerini gostermektedir.)

PCO case scores (Mei & Li's Coefficient)
0.26—T—
0.21——
Thymus zygioides Grizeh varlvraonicus
016——
) / ) ) Thymug leucotrichus Hal. var. austroanatalivis
Thymus sipyleus Foiss sukai\ sipyleus var. sipyleus Thymus cherleriodes Vis. var. isauticus
00—
Thymus sipyleus Boiss B eus var\davisianus
- n.05s——
@
b
o€
| | | | | | | |
I | | | I I | |
-0.36 -010 -0.05 0.08 0.10 016 021 0.26
-0.05——
-010—
Thymus sipyleus Boiss.subsp. rogllans (Borbas) Jalas
-016——
-0.21——
Thymus longicaulis C. suly aubardii var. chaubardii
-0.26——
Ao 1
Sekil 4.17. Thymus L. taksonlarina ait PCO grafigi
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Cizelge 4.8.°de tiirler aras1 benzerlik indeksi verilmistir. En yiiksek deger T. sipyleus
subsp. sipyleus alttiiriiniin iki varyetesi arasindadir. 0.933 benzerlik indeksine sahip olan
var. sipyleus ve var. davisianus’u 0.903 degeri ile T. cilicicus ve T. revolotus takip
etmektedir. T. revolotus ve T. sipyleus subsp. sipyleus var. rosulans arasindaki benzerlik
indeksi degeri ise 0.827 ile en diisiik olandir. T. longicaulis subsp. chaubardii var.
chaubardii ve T. revolotus arasindaki 0.829 benzerlik indeksi degeri ise ikinci sirada yer

almaktadir.

Cizelge 4.8. Thymus L. taksonlarina ait benzerlik indeksi

®» @ 6 @ 6 6B 0O 6

T. cilicicus (1) 1.00

T. revolutus (2) 0.90 1.00

T. cherlerioides var. isauricus (3) 0.88 0.88 1.00

T. leucotrichus var. 086 0.86 0.89 1.00

austroanatolicus (4)
T. zygioides var. lycaonicus (5) 085 085 089 090 1.00

T. sipyleus subsp. sipyleus var. 084 0.84 087 0.87 089 100
sipyleus (6)
T. sipyleus subsp. sipyleus var. 084 084 086 087 089 093 1.00

davisianus (7)

T. longicaulis subsp. chaubardii 083 083 083 08 08 086 0.87 1.00

var. chaubardii (8)

T. sipyleus subsp. sipyleus var. 084 083 08 08 086 087 089 087 100
rosulans (9)
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5. SONUC

Diger tibbi ve aromatik bitkilerin bir kisminda oldugu gibi Origanum ve Thymus
cinslerine ait taksonlarda da yiiksek polisakkarit i¢erigi bulunmakta olup bu durum
DNA analizlerinde sorunlar olusturmaktadir. Bundan sonraki calismalarda CTAB
tabanli yontemlerin lityum klorit destegi ile gergeklestirilmesi ve dokularin 65°C' de 2-3
saat bekletilerek polisakkaritlerin uzaklastirilmasi gerektigi tespit edilmistir. Alternatif
bir yontem olarak ise; polisakkarit ve fenolik bilesiklerin oranini azaltacagindan, doku
orneklerinin sabahin erken saatlerinde ve bitkilerin c¢igeklenme donemi Oncesi

evrelerinde toplanmasi tavsiye edilmistir (Henry 2001).

Arastirmada Thymus L. cinsinden 9 ve Origanum L. cinsinden ise 8 olmak (izere
toplam 17 takson calisilmistir. Toplam 63 Origanum L. genotipi 21 EST-SSR primer
cifti kullanilarak olusturulmus olan yaklasik 200 adet SSR markir1 ve bir kloroplast
spesifik primer ¢ifti ile olusturulan 3 SCAR markir1 kullanilarak g¢aligilmistir. Toplam
52 Thymus L. genotipi ise CAPS-Mikrosatellit, SCAR, CAPS, CpSSR ve DAMD-PZR

markir teknikleri kullanilarak analiz edilmistir.

Bu ¢alismada Origanum saccatum, O. solymicum, O. husnucanbaseri, O. bilgeri, O.
minutiflorum, O. majorana, O. onites, O. vulgare subsp. hirtum tiirleri ¢alisilmis olup
bu tiirlerin seksiyon ve lokasyon bazinda sahip olduklar1 genetik iligkiler saptanmistir.
Belirlenmis olan genetik iligkiler morfolojik temelde yapilan taksonomik siralama ile
tam olarak uyum igerisindedir. Bu ¢aligmadan elde edilen bilgiler dogrultusunda dogal
florada bulunan dstiin  6zellikli  genotiplerin  seleksiyonu ve ¢ogaltilmasi,
gergeklestirilecek 1slah calismalarinda melezleme kombinasyonuna ait genetik farklilik
oranlarinin belirlenmesi, dogal gen kaynaklarinin korunmasi ve bulunan germplasm

kaynaklarindaki tekrarlanma oraninin azaltilmasi agisindan 6nem tagimaktadir.

Origanum cinsine ait taksonlar, analizler sonucunda Amaracus, Brevifilamentum,
Chilocalyx, Majorana, Origanum olmak iizere 5 farkli seksiyon diizeyinde
gruplanmistir. DNA analizinden elde edilen dendograma gére Origanum L. tlrlerinin
dagiliminin, morfolojik ayirim esaslar1 ile paralellik gosterdigi tespit edilmistir.

Analizler sonucunda baz: tiirlerin lokasyonlar1 arasinda veya ayni lokasyonda yer alan
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genotiplerin kendi aralarinda farkliliklar gosterdikleri belirlenmistir. Calisilan her bir
tiirde oldukca yiiksek diizeyde varyasyonun varligi ve genetik heterozigotlugun yiiksek
oldugu tespit edilmistir. Ayni tiire ait farkli lokasyonlarda veya aymi lokasyonda
gozlenen genetik varyasyonun cgesitli seviyelerde goriilmesinde cografik ve ekolojik

faktorlerin de 6nemli bir rolii oldugu goriilmiistiir.

Origanum tiirlerinin ayriminda kullanilabilecek DNA markirlar1 belirlenmistir. Bu
markirlar yardimi ile taksonomik yonden ayriminda sorun yasanan tiirlerin tespiti daha
kolay olacaktir. Calisma kapsaminda Origanum saccatum, O. solymicum, O.
husnucanbaseri, O. minutiflorum, O. majorana, O. onites ve O. vulgare subsp. hirtum
tiirlerine 6zgli DNA markirlar1 gelistirilmistir. Ancak bu markirlarin yaymlanmadan
once araziden toplanacak yeni Ornekler iizerinde uygulanarak dogruluklarinin kontrol

edilmesi gerekmektedir.

Calismada Thymus L. taksonlarindan T. cilicicus T. revolotus, T. cherlerioides
var. isauricus, T. leucotricus var. austroanatolicus, T. zygoides var. lycaonicus, T.
sipyleus subsp. sipyleus var. sipyleus, T. sipyleus subsp. sipyleus var. davisianus, T.
sipyleus subsp. sipyleus var. rosulans ve T. longicaulis kullanilmistir. Thymus L.
Lamiaceae familyasinin en problemli cinslerinden birisidir. Yagis, sicaklik,
nem gibi iklimsel etmenler, toprak yapist ve nemi, arazinin egimi gibi
faktorlerden etkilenmektedir. Ginodioiklik, kimyasal polimorfizm ve kolayca
melez olusturma Ozellikleri de eklenince ortaya asir1 varyasyon cikmaktadir. Bu
calismada da yapilan DNA analizleri sonucunda Thymus L. tur i¢i ve tiirler arasindaki
genetik farkliligin yiiksek diizeyde oldugu DAMD-PZR analizleri ile ortaya
konumustur. Thymus L. taksonlarinin genetik iligkilerinin ortaya konmasi amaciyla
daha az degisken olan kloroplast ve mitokondri lokuslar1 kullanilmistir. Thymus L.
taksonlarinin kloroplast ve mitokondri lokuslarinda da DNA diizeyinde varyasyonun
varlig1 gézlenmis ancak bu varyasyonun morfolojik gozlemlerle ortaya konulmus
olan taksonomik siralamaya uymadigi tespit edilmistir. Calismadan elde edilen
verilere dayanarak Thymus L. genotiplerinin bir arada incelendiginde taksonomik
sikintinin bulundugu ve bu nedenle ileriki ¢alismalarda sadece Antalya Il smirlar1 degil

biatiin Tirkiye genelinden toplanan orneklerin ITS, MatK ve mikrosatellit markirlari
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yardimiyla tekrar analiz edilmesi gerektigi ongoriilmistiir.
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7. EKLER

Lamiaceae (Ballibabagiller) Familyasinin Genel Ozellikleri

Kozmopolit olan familya yaklasik 220 cins ve 4000’den fazla tir icerir (Kaufman ve
Wink 1994). Ulkemizde bu familyaya ait 45 cins ve 546 tir ve 731 takson
bulunmaktadir (Baser 1993) Lamiaceae familyasinin yaklasik 220 cinste gruplanmis
4000’den fazla tiiri kapsadigini, Lamiaceae familyasinin siniflandirmasinin hala
tartisma konusu oldugunu bildirmislerdir. Lamiaceae familyasinin Nepetoidea alt
familyasina ait 41 taksanin aralarindaki filogenetik iligkiyi belirlemek amaciyla rbcL
gen sekanslarini analiz etmisler ve bu alt familyada bulunan Majarona hortensis tiiriiniin
Origanum’dan 6nemli 6lgiide farklilik gosterdigini dolayisiyla Majarona’nin kendisinin
bir cins olarak degerlendirilmesi gerektigini bildirmislerdir. Familya Gyeleri ugucu ve
aromatik yag icermelerinden dolay1 farmakoloji ve parfiimeri sanayiinde onemlidir.
Eterik yag elde edilir. Baharat olarak kullanilir ve siis bitkisi olarak yetistirilir (Se¢men

vd 1995).

Genellikle salgili ve aromatik otsular veya calilar; govde 4 koseli veya degil.
Yapraklar stipllsuz (kulakgiksiz), basit, bazen tiiysii, karsilikli dizilisli. Cigek durumu
braktelerin veya iist govde yapraklarinin koltuklarindan ¢ikan kimdozler halinde ve
genellikle halkasal ¢igek durumlarinda (bascik, rasem veya kimoz). Hermafrodit veya
ginodioik (erkek kisir ve disi fertil). Brakteler yapraklardan belirgin bi¢gimde farkli veya
yapraklara benzer; brakteoller var veya yok. Kaliks genellikle zigomorf simetrili, 5
loblu (Ustte 3-, altta 2 disli), nadiren loblar veya disler 1 veya 1-4 adet, veya kaliks
aktinomorf simetrili; 5-20 damarli. Korolla bilesik petalli, zigomorf simetrili ve iki
dudakli, iist dudak hafif¢ce 2 loblu, oraks1 bi¢imli, diiz veya +konkav duruslu, alt dudak
(labellum) 3 loblu; nadiren tist dudak indirgenmis ve alt dudak 5 loblu veya iist dudak 1,
alt dudak 4 loblu veya korolla aktinomorfik simetrili. Stamenler korolla tiiplne
kaynasik, 4 adet (ikisi uzun ikisi kisa) veya 2 adet ve genellikle staminodlu (kisir erkek
organ); dis kisimdaki ikisi, i¢ kisimdakilerden genellikle daha kisa; anter 1 veya 2
tekal1, paralel veya agili duruslu, nadiren (Salvia’da) konnektifler uzamis ve ayrik.

Ovaryum tist durumlu, 2 karpelli ve 4 tohum taslakli, 4 loblu. Stilus ginobazik veya
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nadiren degil, tist kisimda hafifce iki pargali. Meyve tipik olarak 4 nutletten (findiks1
meyve) olusmustur (Davis 1982).

Origanum L. cinsinin genel ozellikleri

Otsu veya tabanda odunsu yapili, tiiylil veya tiiysiiz (genellikle puslu goriiniimlii) ¢ok
yilliklar. Govde genellikle dallanmis, yiikselici veya dik duruslu. Yapraklar basit,
genellikle kisa sapli veya kismen sapsiz, eliptik, yumurtamsi, kalpsi veya yari-dairesel
bi¢imli, tam veya disli kenarli, kor ya da uzun-sivri u¢lu. Halkasal ¢igek durumlart 2
veya daha fazla cicekli, genellikle panikula veya yalanci korimbus bigimindeki ¢igek
durumlarinda kiimelenmis. Brakteler yapraklardan bicim ve biiytiklik bakimindan
farkli, genellikle kiremitsi dizilisli, kaliksin 1/2-1/3 uzunlugunda veya kalikse esit
boyda, bir tarafi zars1 yapili ve kismen mor veya sari-yesil renkli, veya yap1 ve renk
bakimindan yapraklara benzer. Cigekler hermafrodit veya ginodioik. Kaliks (¢anak
yaprak) kismen aktinomorfik simetrili ve 5 disli veya zigomorfik simetrili ve 1-2
dudakli, 13- veya 10-damarli; kaliks bogazinda genellikle tiiylii bir halkasal yapi
bulunur. Korolla (ta¢ yaprak) mor, pembe veya beyaz renkli, kismen 2 dudakli, korolla
tiipli bazen keseli veya diizlesmis; iist dudak ¢entikli u¢lu veya ugta hafifge 2 loblu; alt
dudak 3 loblu. Stamen 4 adet, dis kisimdaki ikisi uzun, korolladan disar1 ¢ikar veya
kismen korolla i¢inde kalir; filamentler birbirine esit olamayan uzunluklarda, tekalar

birbirine agilt duruslu. Nutletler kii¢iik, yumurtams1 bigimli, kahverengi renktedir.
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Origanum saccatum P. H. DAVIS

Cok yillik, yaricali, 80 cm’e kadar, tabanda hemen hemen kaba tiiylii aksi halde tiiysiiz,
her ana dalda 12 ¢ifte kadar yan dal, yan dallar 7 cm’e kadar, yan dallarda bazen
dallanma goriilebilir, yaprak yari1 sapsiz, yiireksiden yumurta bigimliye degisebilir,
yesilimsi pulsu, keskin sivri veya kiit uclu, brakteler yumurta big¢imli, uzun veya keskin
sivri uglu, kaliks bir dudakli (nadiren iki olabilir), iist dudak yari boliinmemis, alt

dudak varsa iki ¢ok kiiciik lobdan olusmakta, korolla pembe, yaklasik 12 mm.

Ciceklenme dénemi: Temmuz - Agustos

Habitat: Kalkerli kayalar ve yamaglar, bazen Pinus korulugu
Yayihs gosterdigi

yUZsekI?k: " g

Endemik: Endemik

Turkiye dagihsi: G. Anadolu

Genel dagihs:: Tirkiye

Sekil Ek-1. Origanum saccatum tlrindn genel gorianim
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Sekil Ek-2. Origanum saccatum tiiriiniin 6rneklendigi lokasyonlar

1. lokasyon; Glindogmus, 14/08/2007 1008 m
2. lokasyon; Alanya, 22/08/2007 1173 m
3. lokasyon; Gazipasa, 29/08/2007 281 m

Sekil Ek-3. Origanum saccatum tiiriiniin ¢igegine ait genel goriiniim
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Origanum solymicum P. H. DAVIS

Cok yillik, yaricali, 80 cm’e kadar, tabanda diizensiz kaba tiiylii aksi halde tiiysiiz, her
ana dalda 8 cift yan dal bulunmakta, yan dallar 7 cm’e kadar, yan dallarda bazen
dallanma goriilebilir, yaprak yari sapsiz, yiireksiden yumurta bigimliye degisebilir,
keskin sivri veya kit uglu, brakteler yumurta bigimli, uzun veya keskin sivri uglu,

kaliks bir dudakli, iist dudak belirgin olarak {iggen disli, korolla pembe, 11 — 15 mm,

hafifce keseli.

Ciceklenme dénemi: Agustos

Habitat: Kalkerki kaya ve yamaglar, bazen Pinus korulugu
Yayihs gosterdigi

yukseklik: “g

Endemik: Endemik

Turkiye dagihs:: GB. Anadolu

Dunya dagihsi: Turkiye

Sekil Ek-4. Origanum solymicum trtniin genel goérinimi
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Sekil Ek-5. Origanum solymicum tiiriiniin 6rneklendigi lokasyonlar

1. lokasyon; Kemer, 21/08/2007 51m
2. lokasyon; Kemer, 21/08/2007 471 m
3. lokasyon; Kemer, 28/08/2007 1149 m

Sekil Ek-6. Origanum solymicum tiiriiniin gi¢egine ait genel goriniim
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Origanum husnucanbaseri H. DUMAN

Cok yillik, yarigali, 10 - 30 cm, govde egik tirmanislt veya dik, dallanmasiz, tiiysiiz,
mor veya koyu kahverengi, ana dalda 13 cifte kadar yaprak bulunabilmekte, sapsiz,
yiirksi, yumurtamsidan yuvarlaga, keskin sivri u¢ludan uzun sivri ugluya, yesilimsi
pulsudan morumsuya, damarlar belirgin, serte yakin, tiiysiiz, salgi bezi sapsiz,
brakteler yumurta bi¢imli veya yumurtamsi, keskin sivri uglu, mor, her ¢igek durumu
halkasinda iki gicek bulunmakta, kaliks iki dudakli, 6 — 7 mm, bogaz tiiylii, aksi halde
tlysuz, Ust dudak ti¢ esit pargali, pargalar tiggen, keskin sivri uglu, korolla pembe, 13 —

15 mm, keseli degil, tlip asagiya dogru hafif¢ce kavisli.

Ciceklenme dénemi: Temmuz — Agustos

Habitat: Kalkerli kayalik alanlar, Pinus nigra ormanlari
;::;:if:?terdlgl 1200 - 1350 m

Endemik: Endemik

Turkiye dagihsi: D. Anadolu

Dunya dagihsi: Turkiye

Sekil Ek-7. Origanum husnucanbaseri tirinin genel gérinimi
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Sekil Ek-8. Origanum husnucanbaseri tiiriiniin 6rneklendigi lokasyon

1. lokasyon; Alanya, 25/07/2007 1359 m

Sekil Ek-9. Origanum husnucanbaseri tiiriiniin ¢igegine ait genel goriiniim
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Origanum bilgeri P. H. DAVIS

Cok yillik, yaricali, 30 cm’ye kadar, kaba tiiyliiden kecemsi tiiyliiye, her ana dalda 10
cift kadar yan dal bulunmakta, yan dallar 6 cm’ye kadar, yaprak sap1 saplidan yari
sapliya kadar, yuvarlakca veya yumurta bigimli, kor veya kiit uclu, brakteler yumurta
bicimli veya yumurtamsi, kor, kiit veya keskin sivri uglu, kaliks yaklagik 2,5 mm, iist
dudak yaklasik yarisina kadar disli, alt dudak neredeyse iist dudak kadar uzun, genis
ticgen disler icermekte, korolla beyaz, 3 — 6 mm.

Ciceklenme dénemi: Temmuz

Habitat: Seyrek sedir ormanlari

Yayihs gosterdigi yiikseklik: 1525 m

Endemik: Endemik
Turkiye dagihsi: G. Anadolu
Dunya dagihsi: Turkiye

Sekil Ek-10. Origanum bilgeri ttrtiniin genel gorinimu
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Sekil Ek-11. Origanum bilgeri tiiriiniin 6rneklendigi lokasyonlar

1. lokasyon; Gilindogmus, 26/07/2007 1545 m
2. lokasyon; Akseki, 13/09/2007 1115m

Sekil Ek-12. Origanum bilgeri tiiriiniin ¢igegine ait genel goriinim
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Origanum minutiflorum O. SCHWARZ ET P. H. DAVIS

Cok yillik, yarigali, 35 cm kadar, ince tuyd, her ana dalda 10 c¢ift yan dal bulunmakta,
yan dallar 4 cm kadar, yaprak tam veya yarim sapli, yumurtamsi veya yumurta bi¢imli,
brakteler yumurtamsi1 veya yumurta bi¢imli, hemen hemen kor veya kiit uclu, kaliks
yaklagik 2 mm, iist dudak parcali veya genisce tliggen disli, alt dudak neredeyse iist
dudak kadar uzun, genis liggen dislerden olusmakta, korolla beyaz, 2,5 — 4 mm.
Ciceklenme dénemi: Temmuz - Agustos

Habitat: Kiregtasi kaya yamaglari

Yayihs gosterdigi yiikseklik: 1500 — 1800 m

Endemik: Endemik
Turkiye dagihsi: GB. Anadolu
Dunya dagilisi: Turkiye

Rei W L
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Sekil Ek-13. Origanum minutiflorum tirinin genel gérianimu
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Sekil Ek-14. Origanum minutiflorum tiirtiniin 6rneklendigi lokasyonlar

1. lokasyon; Bozburun, 26/07/2007 1332 m
2. lokasyon; Sakarpinar, 01/08/2007 1788 m
3. lokasyon; Kemer, 28/08/2008 1339 m

Sekil Ek-15. Origanum minutiflorum tiiriiniin ¢igegine ait genel goriiniim
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Origanum majorana L.
Cok yillik, yarigali, 80 cm kadar, kecemsi tuylt, her ana dalda 10 cift yan dal
bulunmakta, yan dallar 14 cm kadar, yaprak tam veya yarim sapli, yuvarlakca,
yumurtamsi veya yumurta bi¢cimli, her zaman kor veya kiit u¢lu, damarlar alt yiizeyde
belirgin degil, brakteler yumurtamsi, ters yumurta bi¢imli veya agili yumurtamsi, daima
kor veya kiit uclu ve diiz kenarli, kaliks 2 — 3,5 mm, korolla beyaz, 3 — 7 mm.
Ciceklenme dénemi: Mayis — Haziran — Temmuz — Agustos - Eylil

Kuru yamaglar ve kayalik yerler, bazen kismen gdlgelik

Habitat:
yerler

Yayihs gosterdigi yiikseklik: 400 — 1500 m

Endemik: -
Turkiye dagihisi: G. Anadolu
Dunya dagihsi: Kibris

Sekil Ek-16. Origanum majorana ttriiniin genel gérinim
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Sekil Ek-17. Origanum majorana tirtnin orneklendigi lokasyonlar

1. lokasyon; Akseki, 10/07/2007 582 m
2. lokasyon; Gazipasa, 11/07/2007 1372 m
3. lokasyon; Alanya,07/08/2007 1041 m

Sekil Ek-18. Origanum majorana tiiriiniin ¢igegine ait genel goriiniim
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Origanum onites L.

Cok yillik, yarigali, 65 cm kadar, kegemsi tiiylt, her ana dalda 10 ¢ift yan dal bulunmakta,
yan dallar 13 cm kadar, yaprak tam veya yarim sapli, yiireksi, yuamurtamsi veya yumurta
bi¢imli, keskin veya uzun sivri uclu, ¢ok az ince testere disli veya diiz kenarli,damarlar alt
ylizeyde az ¢ok belirgin, brakteler ters yumurta bi¢cimli veya yumurtamsi, keskin veya
uzun sivri uglu ve diiz kenarl veya ince disli, kaliks 2 — 3 mm, korolla beyaz, 3 — 7 mm.

Ciceklenme donemi: Nisan — Mayis — Haziran — Temmuz — Agustos

] Taslik tepe ve kaya yamaglari, genellikle kiregtasi, bazen
Habitat: '
kismen golgelik yerler

Yayihs gosterdigi yiikseklik: 0 — 1400 m

Endemik: -
Turkiye dagihsi: B. ve G. Anadolu
Dunya dagihsi: Sicilya, Yunanistan, Ege

Sekil Ek-19. Origanum onites tirtinin genel goérinimd
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Sekil Ek-20. Origanum onites tiriinin drneklendigi lokasyonlar

1. lokasyon; Elmali, 05/06/2007 1037 m
2. lokasyon; Fasilis, 07/06/2007 -Tm
3. lokasyon; Kumluca, 03/07/2007 521m

Sekil EK-21. Origanum onites tiiriiniin ¢igegine ait genel goriiniim
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Origanum vulgare L. subsp. hirtum (LINK) IETSWAART

Cok yillik, yarigali, 100 cm kadar, gévde yogun kaba tiiylii, her ana dalda 12 ¢ift yan dal

bulunmakta, yan dallar 25 cm kadar, yaprak tam veya yarim sapli, yumurtamsi, yumurta

bicimli veya yuvarlakea, keskin sivri veya kor veya kiit uglu, yogun bir sekilde benekli salgt

bezli, mat yesil degil, brakteler ters yumurta bi¢imli veya yumurtamsi, yesil, neredeyse

keskin sivri veya uzun sivri uglu, kaliks bariz bir sekilde benekli salgi bezli, 2 — 4 mm,

yapraklar, brakteler ve kaliks hemen hemen kaba tiyl, korolla beyaz, 3 — 10 mm.

Ciceklenme dénemi:
Habitat:

Yayihs gosterdigi yiikseklik:
Endemik:

Turkiye dagihisi:

Dunya dagihsi:

Mayis — Haziran — Temmuz — Agustos — Eylul — EKim

Kuru tepe ve kaya yamaglari, kalkerli ve kalkersiz toprak,
konifer veya karigik ormanlar, maki

0-2500 m

D. Akdeniz

Yunanistan, Ege

Sekil Ek-22. Origanum vulgare subsp. hirtum tiirtiniin genel gorinimi
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Sekil Ek-23. Origanum vulgare subsp. hirtum tiiriiniin 6rneklendigi lokasyonlar

1. lokasyon; Gazipasa, 11/07/2007 1468 m
2. lokasyon; Altinyaka, 24/07/2007 1053 m
3. lokasyon; Alanya, 25/07/2007 1317 m

Sekil Ek-24. Origanum vulgare subsp. hirtum tiriiniin ¢igegine ait genel
gorinim
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Thymus L. cinsinin genel 6zellikleri

Obek olusturan veya en azindan tabanda odunsu yapili ¢ok yilliklar veya kiiciik
calilardir. Yapraklar kenarlar1 diiz veya geri kivrik, sapli veya sapsiz, yaprak ayasi
genellikle tabana dogru sili (smursal tiiyli-Kirpikli). Brakte, kaliks ve ¢zellikle yapraklar
salgili; salgi keseleri sapsiz, renksiz veya agik kirmizi renkli. Halkasal ¢icek durumlari 2
veya daha fazla gigekli. Brakteoller (pulsu yaprakeik) genellikle kigik. Kaliks belirgin
bigimde iki dudakli; tiip kismui silindirikten ¢ansiya kadar degisen bigimlerde, 10-13
damarli, diiz duruslu, bogaz kismi sakalli; list dudak kismen genislemis veya geriye
kivrik, 3 disli (digler iist dudagin 1/10-1/2’si uzunlugunda), silli, iiste dogru kivrik.
Korolla mor, pembe, krem veya beyaz renklerde; tiip kismi diiz duruslu, kaliks
bogazinda tiiylii bir halkasal yapili bulunmaz; iist dudak centikli uglu, kismen diiz
duruslu; alt dudak 3 loblu. Stamen 4 adet, hermafrodit ¢igeklerde korolladan disari
cikar, tekalar birbirine paralel veya agili duruslu. Nutletler tiiysiiz yapidadir (Davis

1982).
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Thymus cilicicus BOISS. ET BAL.
Cok yillik, yogun demetli kii¢iik ¢ali formunda, gévde 3-15 cm, dik, her tarafi kisa

asagtya kivrik tiiylerle kapli, uzun siirgiinlerin yapraklar: 7-10 x 0.8-1.5 mm, sapsiz,
mizraksi-biz big¢imli, yasst kenarli, ince sik tiiylii, alt 1/3 silli, yag noktalari
cogunlukla diizensiz, sarimsi, koltuk alt1 yaprak demetleri 3-4 x 0.3-0.5 mm, belirgin
geriye kivrik kenarli, ince sik tiiyld, ciceklenme bascikli, yaklagik 1.5 x 1 cm,
brakteler 7.5-10 x 3-4 mm, yumurta bi¢imli, dar uzun uglu, ince sik tiiyli, alt %5 sili,
altta 4-5 gift giiclii lateral damarli,cok sayida yag noktali, sarimsi, brakteoller 2 mm
kadar, sili, kaliks 3.5-5 mm, dudaklar hemen hemen esit uzunlukta, borucuktan daha
uzun, st digler 0.5-0.8 mm, ti¢gen, diizensiz sili, korolla lila- mor, 5-6.5 mm.

Ciceklenme donemi: Nisan — Mayis — Haziran — Temmuz - Agustos

Habitat: Acik kaylik ve cakilli yerler
Yayihs gosterdigi yukseklik: 70 — 2000 m

Endemik: -
Tiirkiye dagilima: GB. ve G. Anadolu
Genel dagilim: Ege Adalan

Sekil Ek-25. Thymus cilicicus turiinin genel gérinim
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Sekil Ek-26. Thymus cilicicus tiiriiniin 6rneklendigi lokasyonlar

1. lokasyon; Alanya, 25/07/2007 1378 m
2. lokasyon; Gazipasa, 25/07/2007 1386 m
3. lokasyon; Giindogmus, 26/07/2007 1463 m

Sekil Ek-27. Thymus cilicicus tiiriiniin ¢igegine ait genel goriiniim
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Thymus revolutus CELAK.

Cok yillik, kisa odunsu ¢ali, ince, siiriiniicli, kismen toprakaltinda ve kdklenme birincil
dallardan, cigekli dallar 2-9 cm, dik, tamami belirgin olarak uzun yumusak sik tiiyle
kapli, bogumaralar1 yapraklardan kisa, koltukalt1 yaprak salkimi mevcut, yapraklar 8-
13 x 0.7-0.9 mm, mizraksi-oraksi, kenarlar tamamen disa kivrik, kisa ve uzun tiiyld,
tepeye dogru sili, yag noktalar1 ¢gogunlukla ¢ok sayida, turuncudan kirmizi lal rengine
degismekte, ¢igeklenme yogun kozalak bigimli bascik 1.5 x 1.5 cm, brakteler 7-12 X
3.5-7.5 mm, genis yumutamsi ince sivri uglu, kenarlar tepeye dogru disa kivrik, 3-5 ¢ift
giiclii yanal damarli, brakteoller ¢ok kiigiik, kaliks 4-5 mm, tiiyliiden uzun yumusak sik

tilyliiye, dudaklar esit, daima borucukdan uzun, iist dudak 0.8 mm kadar, sili, korolla

mor, 6-8 mm.
Ciceklenme ddnemi: Mayis — Haziran - Temmuz
Habitat: Acik kayalik ve ¢akillik yerler

Yayilis gosterdigi yukseklik:  0—-800 m

Endemik: Endemik
Tiirkiye dagilima: G. Anadolu
Genel dagilimi: Turkiye

Sekil Ek-28. Thymus revolutus tirtiniin genel gérinimda
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Sekil Ek-29. Thymus revolutus tiiriiniin 6rneklendigi lokasyonlar

1. lokasyon; Saklikent, 06/06/2007 733 m
2. lokasyon; Kemer, 24/06/2007 1439 m

Sekil Ek-30. Thymus revolutus tiiriiniin ¢igegine ait genel goriinim
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Thymus cherlerioides VIS.

Cok yillik, yastik formunda kisa ¢ali, ana dallar strtnicu, ¢igekli dallar 1-3 cm, ince
sik tiiyliiden kaba tiiyliiye, nadiren tiiysiiz, yapraklar 4-7 X 0.5-0.7 mm, seritsi,
kadifemsi-ince sik tiiylii nadiren tiiysiiz, yag noktalar1 yok veya diizensiz, sar1, kenarlar
belirgin bicimde disa kivrik orta iist kisim sili, brakteler 0.8-2 mm genislikte hemen
hemen yapraklarla ayni, yanal damarlar yogun olarak belirgin, brakteoller 5-6.5 mm,
dudaklar hemen hemen esit, iist dudak 0.7-1 mm, ¢ogunlukla sili, korolla mor, hafifge
kaliksi agsmakta.

var. isauricus JALAS

Kenara ait siler disinda yaprak tilysiiz, tist kaliks dudag: silli
Ciceklenme donemi: Temmuz

Habitat: Dag
Yayihis gosterdigi yukseklik: 300 m

Endemik: Endemik
Tirkiye dagilimi: 300

Genel dagilimi: G. Anadolu
Ciceklenme donemi: Turkiye

Sekil Ek-31. Thymus cherlerioides var. isauricus tirtnin genel gorinimi
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Sekil Ek-32. Thymus cherlerioides var. isauricus tiiriiniin 6rneklendigi lokasyon

1. lokasyon; Gundogmus, 14/08/2007 1523 m

Sekil Ek-33. Thymus cherlerioides var. isauricus tiiriiniin ¢i¢egine ait genel
gOrinim
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Thymus leucotrichus HAL.
Cok yillik, gevsek yastik veya hali formunda kisa cali, ana dallar yatik gévdeli, koltuk
alt1 yaprak demetli veya dik cicekli dallar 1.5-6 cm, her yeri degisik tipte tiiylerle kapli,
yapraklar 4-9.5 x 0.6-1.3 mm, seritsi-mizrak, ekstra uzun tiiylerle ¢ogunlukla
kadifemsi-ince sik tiiylii, yag noktalar1 yok veya ¢ok nadir, belirsiz, kenarlar hafif
geriye biikiik veya kalinlasmis yalanci geriye biikiik, en azindan bazal yarist sili,
ciceklenme bascikli, brakteler 1.8-3.5 mm genisliginde, oval-yumurtamsi, ¢ogunlukla
kenarda kalinlasmis ve uglara dogru kenarlar geriye doniik, ¢ogunlukla tabana dogru
renkli, altta 1-2 (-3) ¢ift yanal damar, brakteoller 1-2.5 mm, kaliks 3.5-5.2 (-6.5) mm,
yag noktalar1 yok veya az, sarimsi, {ist disler 0.8-1.6 mm, korolla lila-mor, 6-8 mm.
var. austroanatolicus JALAS
Yapraklarda kadifemsi tily yok (gen¢ donemde olabilir), kaliks 4.5-6.5 mm

Ciceklenme dénemi: Haziran - Temmuz
Habitat: Dag stepleri, kayalik yamaglar
Yayihs gosterdigi yukseklik: 1900 — 2300 m

Endemik: -
Tiirkiye dagilima: G. Anadolu
Genel dagilima: Libnan

Sekil Ek-34. Thymus leucotrichus var. austroanatolicus turiinin genel gérinimi
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Sekil Ek-35. Thymus leucotrichus var. austroanatolicus tiiriiniin 6rneklendigi lokasyon

1. lokasyon; Gazipasa, 11/07/2007 2131 m

Sekil Ek-36. Thymus leucotrichus var. austroanatolicus tiiriiniin gicegine ait genel
gorinim
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Thymus zygioides GRISEB.

Cok yillik, cali, siirdiigii odunsu uzun dallar iizerinde sirali ¢igekli dallar 2-8 cm,
merkezden uzakta koltukalt1 yaprak salkimlar1 olusmakta, yapraklar6.5-15 mm x 0.8-
1.7 mm, kasiks1 gibi, kiit u¢lu, hemen hemen etli, ortanin iistiinde sili, ¢iceklenme
bascikli, brakteler 4-10 X 1-2.5 mm, yumurtamsi-dilsiden yumurtamsiya sekilli, tabani
mat ve dikkat ceken yaprak damar duzenine sahip, brakteoller 1 mm kadar,
mizraksidan yumurtamsiya degismekte, kaliks 3.5-4.5 (-5.6) mm, hafif mora boyanmus,
tiipclik dudaklardan daha kisa, tist disler I mm kadar, korolla pambe, 7 (-8.5) mm.
var. lycaonicus (CELAK.) RONNIGER
Govde ¢ogunlukla belirgin uzun tiiylii 6zellikle merkezden uzak kisimlarda,
yapraklar daha dar, belirgin damarli, hemen hemen tiiyli, tiiyler ve kenar siller 2
mm’ye kadar, yag noktalar1 ¢ok sayida, turuncudan kirmiziya renkte, {ist kaliks
disi (0.4-) 0.6-1 mm’ye kadar, ¢gogunlukla sili.
Ciceklenme dénemi: Nisan — May1s - Haziran

) Pinus brutia korulugundaki kumlu veya kayalik yerler,
Habitat: _
seyrek maki

Yayihs gosterdigi yukseklik: 0—160m

Endemik: -
Tiirkiye dagilima: Trakya, B., O. ve GB. Anadolu
Genel dagilima: Ege Adalan

Sekil Ek-37. Thymus zygioides var. lycaonicus turiinin genel gorinim
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Sekil Ek-38. Thymus zygioides var. lycaonicus tiiriiniin 6rneklendigi lokasyonlar

1. lokasyon; Akseki, 30/05/2007 1279 m
2. lokasyon; Elmali, 28/07/2007 1493 m
3. lokasyon; Saklikent, 28/07/2007 1613 m

Sekil Ek-39. Thymus zygioides var. lycaonicus tiiriiniin ¢igegine ait genel goriiniim
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Thymus sipyleus BOISS subsp. sipyleus BOISS.

Cok yillik, kisa odunsu ve serbest dallanan yogun yastik formunda yar1 ¢ali, gicekli
dallar 1-7 (-10) cm, dik, tim yiizey c¢ogunlukla kisa geriye kivrilmis tiiyld,
bogumaralar1 genellikle yapraklardan kisa, koltukalti kiimesinde kiiciik, yumurta
bicimli, sikisik bindirmeli, karsilikli ¢apraz yapraklar bulunmakta, gévde yapraklar: 3-6
(-7.5) mm, yumurta bigimliden mizraksiya, kor veya kiit u¢lu, hemen hemen etli, yag
noktalar1 genellkle yok ya da altlarda ¢ok az sayida, yan damarlar kenar kalinlasma
formuna katilmis, en iyi gelisme yaprak benzeri braktelerde, brakteoller genellikle 1-1.5
mm, genellikle pedisellerden daha uzun, kaliks 3.2-3.8 -4.5) mm, genellikle yesil,
hemen hemen ¢ansi, dudaklar hemen hemen esit uzunlukta ve borucuga esit, st disler
0.5-0.9 (-1.2) mm, korolla beyaz, bazen pembe, 5-6 mm.

var. sipyleus RONNIGER

Orta govde yapraklari yumurta bi¢imli-yumurtamsidan yumurta bigimli-

mizraksiya, 3 kat1 kadar genis, sik sik geriye egilmis ve hemen hemen omurgali,

yan damarlar {i¢ ¢ift, belirgin, ¢igeklenme sik bascik veya vejetatif siirgiinden

sadece hafifge farklilasmis, siklikla 2 ¢igekli ¢igek durum halkali
Ciceklenme donemi: Mayis — Haziran — Temmuz - Agustos
Habitat: Dag bozkirlari, kayalik yamaglar
Yayihis gosterdigi yukseklik: 400 — 2700 m

Endemik: Endemik
Tiirkiye dagilimi: GB. Anadolu
Genel dagilima: Turkiye

Sekil Ek-40. Thymus sipyleus subsp. S|pyleus var. S|pyleus tiirlinlin ¢icegine ait genel
gorinim
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Sekil Ek-41. Thymus sipyleus subsp. sipyleus var. sipyleus tiirliniin 6rneklendigi
lokasyonlar

1. lokasyon; Korkuteli, 05/06/2007 1346 m
2. lokasyon; Elmali, 28/07/2007 1599 m
3. lokasyon; Beydaglari, 28/07/2007 2000 m

Sekil Ek-42. Thymus sipyleus subsp. sipyleus var. sipyleus tirtndn genel gérinimi
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Thymus sipyleus BOISS subsp. sipyleus BOISS.

Cok yillik, kisa odunsu ve serbest dallanan yogun yastik formunda yar1 ¢ali, cicekli
dallar 1-7 (-10) cm, dik, tiim yiizey ¢ogunlukla kisa geriye kivrilmis tiiylii, bogumaralari
genellikle yapraklardan kisa, koltukalti kiimesinde kiiciik, yumurta bi¢imli, sikisik
bindirmeli, karsilikli ¢apraz yapraklar bulunmakta, govde yapraklar1 3-6 (-7.5) mm,
yumurta bi¢gimliden mizraksiya, kor veya kiit uglu, hemen hemen etli, yag noktalari
genellikle yok ya da altlarda ¢ok az sayida, yan damarlar kenar kalinlagma formuna
katilmis, en iyi gelisme yaprak benzeri braktelerde, brakteoller genellikle 1-1.5 mm,
genellikle pedisellerden daha uzun, kaliks 3.2-3.8 -4.5) mm, genellikle yesil, hemen
hemen ¢ansi, dudaklar hemen hemen esit uzunlukta ve borucuga esit, tist disler 0.5-0.9 (-
1.2) mm, korolla beyaz, bazen pembe, 5-6 mm.

var. davisianus RONNIGER

Yapraklar her iki tarafta da yumusak seyrek tiiylii

Ciceklenme ddnemi: Mayis — Haziran — Temmuz - Agustos
Habitat: Dag bozkirlari, kayalik yamaglar
Yayihs gosterdigi

yUlz,sekI?k: y & 4

Endemik: Endemik

Tiirkiye dagilima: GB. Anadolu

Genel dagilimi: Turkiye

Sekil Ek-43. Thymus sipyleus subsp. sipyleus var. davisianus tirinin genel
gorunuma
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Sekil Ek-44. Thymus sipyleus subsp. sipyleus var. davisianus tiiriiniin 6rneklendigi
lokasyon

1. lokasyon; Saklikent, 02/08/2007 2023 m

A S

Sekil Ek-45. Thymus sipyleus subsp. sipyleus var. davisianus tiiriiniin ¢i¢egine ait genel
gorinim
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Thymus sipyleus BOISS subsp. sipyleus BOISS.

Cok yillik, kisa odunsu ve serbest dallanan yogun yastik formunda yar1 ¢ali, ¢icekli
dallar 1-7 (-10) cm, dik, tim yilizey c¢ogunlukla kisa geriye kivrilmis tiyld,
bogumaralar1 genellikle yapraklardan kisa, koltukalti kiimesinde kii¢iik, yumurta
bicimli, sikisik bindirmeli, karsilikli ¢apraz yapraklar bulunmakta, gévde yapraklari 3-
6 (-7.5) mm, yumurta bigimliden mizraksiya, kor veya kiit uglu, hemen hemen etli, yag
noktalar1 genellkle yok ya da altlarda ¢ok az sayida, yan damarlar kenar kalinlagma
formuna katilmis, en iyi gelisme yaprak benzeri braktelerde, brakteoller genellikle 1-
1.5 mm, genellikle pedisellerden daha uzun, kaliks 3.2-3.8 -4.5) mm, genellikle yesil,
hemen hemen ¢ansi, dudaklar hemen hemen esit uzunlukta ve borucuga esit, iist disler
0.5-0.9 (-1.2) mm, korolla beyaz, bazen pembe, 5-6 mm.

var. rosulans RONNIGER

Orta govde yapraklari mizraksidan hemen hemen mizraksiya, eninin 3 katindan

uzun, siklikla diiz, yan damarlar cogunlukla iki ¢ift, belirgin degil, ¢igek durumu

bas seklinde veya bazen uzamis, genellikle ¢icek durumu halkalar1 ¢ok ¢icekli
Ciceklenme donemi: Mayis — Haziran — Temmuz - Agustos
Habitat: Dag bozkirlari, kayalik yamaglar
Yayihs gosterdigi yukseklik: 400 — 2700 m

Endemik: Endemik
Tiirkiye dagilima: GB. Anadolu
Genel dagilimi: Turkiye

Sekil EK-46. Thymus sipyleus subsp. sipyleus var. rosulans turinun genel gérintmdi
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Sekil Ek-47. Thymus sipyleus subsp. sipyleus var. rosulans tiiriiniin 6rneklendigi
lokasyon

1. lokasyon; Gazipasa, 25/07/2007 2005 m

gortniim
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Thymus longicaulis C. PRESL
Paspas formunda, uzun hemen hemen odunsu siiriiniicii dalli, ¢igeksiz veya terminal
ciceklenme durumunda,cicekli dallar genellikle 10 (-15) cm, gévde yapraklarinin hepsi
(taban yaprak kiimeleri hari¢) yaklasik aymi boyda, 5.5-13.5 x 1.2-3.4 (-4.7) mm,
genelde genisliginin 3-5 kati uzunlukta, seritsi-mizraksidanters mizraksiya veya
yumurtamsi mizraksi, genelde zayif geriye biikiik kenarli, yag noktalar1 ¢ok sayida,
cogunlukla kirmizi, yan damarlar gerilemisden belirgine degismekte, goézden
kaybolmakta, brakteoller ¢ogunlukla 1-2 mm, pedisellerden daha kisa, kaliks 2.4-4
mm, borucuk dudaklardan daha kisa veya bazen esit, iist dudak alt dislere esit veya
hafifce daha uzun
subsp. chaubardii (BOISS. ET HELDR. EX REICHB. FIL.) JALAS
Yapraklar genellikle 2-3.3 mm genisliginde, hemen hemen mizraksi, genellikle
keskin sivri uglu, genelde yan damarlar sert ve belirgin, kaliks yesilimsi, nadiren
morumsu, Ust dudak alt dislerden esit veya genelde daha uzun, st disler (0.5-)
0.8-1.2 mm,siklikla dikenli uglu, korolla solgun
var. chaubardii JALAS
Cicekli sap her tarafi tiiyli

Ciceklenme donemi: Mayis — Haziran - Temmuz
Habitat: Seyrek ibreli koruluk, kayalik yamaglar
Yayihs gosterdigi yukseklik: 250 — 2200 m

Endemik: -
Tiirkiye dagilima: B., GB. ve O. Anadolu
Genel dagilima: Ege Adalar
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Sekil Ek-49. Thymus longicaulis subsp. chaubardii var. chaubardii tirtiniin genel
gorindma
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Sekil Ek-50. Thymus longicaulis subsp. chaubardii var. chaubardii tirinin
orneklendigi lokasyonlar

Sekil Ek-51. Thymus longicaulis subsp. chaubardii var. chaubardii tiiriiniin ¢igegine ve
stirliniicti dalina ait genel gériniim

1. lokasyon; Bozburun, 26/07/2007 1476 m
2. lokasyon; Elmali, 12/07/2007 1720 m
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