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OZET

TURKIYE’DE YETIiSEN LISAEA BOISS. (APIACEAE) CINSINE AIT
TURLERIN KLOROPLAST DNA DIiZIiLERINE (TRNL-F, TRNL-
INTRON VE MATK) DAYALI FILOGENETIK ANALIZI

EFE F, Aydin Adnan Menderes Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Tarimsal

Biyoteknoloji Anabilim Dali, Yiiksek Lisans Tezi Aydin, 2022

Amag: Bu ¢alisma ile Tiirkiye’de yayilis gésteren Apiaceae familyasina ait Lisaea tiirlerinin
kloroplast genomunda yer alan trnL-F, trnL-intron ve matK gen boélgeleri incelenerek

molekiiler sistematik analizleri yapilmistir.

Materyal ve Yontem: Calismada kullanilan bitki 6rnekleri DNA izolasyon Kiti ile izole
edilip ardindan ii¢ farkli primer (trnL-F, trnL-intron ve matK) ile PZR islemi uygulanmistir.
Elde edilen PZR iiriinleri her bir primer igin ayr1 ayri elektroforez cihazinda yiiriitilmistiir.
Elektrofofez islemi sonucunda jel goriintiisii incelendiginde bantlarin varligi tespit
edilmistir. Kullanilan PZR iiriinlerinin seanslar1 yapildiktan sonra ise MEGA 6.0, BioEdit
ve Finch TV programlar1 kullanilarak ¢esitli parametreler ile filogenetik analizler

yapilmistir.

Bulgular: Calismadaki filogenetik agag¢lar ML (Maximum Likelihood) yontemi ile
olusturulmustur. Ug farkli primer ile calisilan DNA oOrneklerine ait her bir primer icin
parametreler olusturulmustur. trnL-F i¢in olusturulan aga¢ 3 gruba, trnL-intron igin

olusturulan agac¢ 4 gruba ve matK i¢in olusturulan aga¢ 3 gruba ayrilmistir.

Sonu¢: Analizler yapilirken olusturulan karakter temelli algoritma olan maximum
likelihood aga¢ topolojisi kullanilarak filogenetik iliskileri incelenmis, Onceki
caligmalardaki veriler ile kiyaslanmistir. Bu bilgiler dogrultusunda elde etmis oldugumuz

verilerin giivenilir sonuglar verdigi dogrulanmustir.

Anahtar Kelimeler: Lisaea, trnL-F, trnL-intron, matK, Filogenetik
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ABSTRACT

PHYLOGENETIC ANALYSIS OF LISAEA BOISS. (APIACEAE)
SPECIES IN TURKIYE BASED ON CHLOROPLAST DNA (TRNL-F,
TRNL-INTRON AND MATK) SEQUENCES

EFE F, Aydin Adnan Menderes University, Institute of Science, Department of
Agricultural Biotechnology, M.Sc. Thesis, Aydin, 2022

Objektive: In this study, the trnL-F, trnL-intron and matK gene regions in the chloroplast
genome of Lisaea species belonging to the Apiaceae family distributed in Tiirkiye were

examined and molecular systematic analyzes were made.

Materyal and Methods: The plant samples used in the study were isolated with a DNA
isolation kit and then PCR was applied with three different primers (trnL-F, trnL-intron and
matK). The obtained PCR products were carried out separately for each primer in an
electrophoresis device. The presence of bands was detected when the gel image was
examined as a result of the electrophoresis process. After the sessions of the PCR products
used, phylogenetic analyzes were made with various parameters using MEGA 6.0, BioEdit
and Finch TV programs.

Resulun: The phylogenetic trees in the study were created by the ML (Maximum
Likelihood) method. Parameters were created for each primer of the DNA samples studied
with three different primers. The tree created for trnL-F was divided into 3 groups, the tree
created for trnL-intron was divided into 4 groups, and the tree created for matK was divided

into 3 groups.

Conclusion: Phylogenetic relationships were determined by molecular systematic analyzes
of trnL-F, trnL-intron and matK gene regions of Lisaea genera distributed in Turkey. It has
been verified that the data we have obtained in line with this information gives reliable

results.

Key Words: Lisaea, trnL-F, trnL-intron, matK, Phylogenetic



1. GIRIS

Apiaceae (Kerevizgiller, Maydanozgiller) familyasi ismini kerevizden (Apium L.) almustir.
Familyanin takson zenginligi ve drnek sayilar1 baz alinarak olusturulan énem sirasinda 4.
siradadir.  Bu siralama Ranunculaceae, Caryophyllaceae, Rosaceae ve Apiaceae
seklindedir. Apiaceae familyasi kapali tohumlu bitkiler grubundaki en fazla yayilis
gosteren kozmopolit familyalardan biridir (Pimenov ve Leonov, 1993; Hickey ve King,
1997). Bu familyaya ait diinya genelinde 455 cins ve 3700 civan tiir bulunmaktadir
(Pimenov ve Leonov, 1993; Pimenov ve Leonov, 2004). Bu bitkilerin en ¢ok kullanildigi
alanlar ise besin, ila¢, baharat ve yem sanayisidir. Tiirkiye’de ise Apiaceae familyasinin
101 cins ve 485 tiirli yayilis gostermektedir. Bu biiyiikk familyanin endemizm orani ise
%37,3’tiir (Giiner vd., 2012). Bu bitki grubu tek, iki yada ¢ok yillik ¢ali bitkileri arasinda
yer almaktadir (Heywood, 1971; Pimenov, 1979; Se¢gmen, 1995). Apiaceae familyasina ait
bitkilerin yapraklar1 genelde alternat (yapraklar arasi belirli agisal dizilim) yapida yada
dairesel sekilde dizilmis pinnat (bilesik yaprak) yapidadir (Davis, 1972; Se¢cmen, 1995).
Dikotiledon yapiya sahip olan familya iiyeleri bu 6zelliginden dolay1 tohum, ¢icek ve genis
ags1 yapili yapraklar bulundurmaktadir (Yakisan vd., 2007). Bu familyasi genel olarak
tanimlanan ilk ¢i¢ekli bitki familyasidir (Constance, 1971). Bu 6nemli bitki familyasinin
tanimlanmasina yol agan bilim insanlari1 sirasiyla De Candolle (1830) ile Bentham ve
Hooker (1867)’dir. Yapilan en kapsamli ilk ¢alisma ise Drude (1898) tarafindan ortaya
atilmigtir (Downie vd., 2000). Apiaceae familyast koku ve tat enzimatigine sahip
olmasindan dolay1 aromatik bitkilerin ¢ogunu barindirmaktadir. Bu komponentlerin
oranlar1 bitkiden bitkiye genetik yapilar1 geregince farklidir (Oneng ve Agikgdz, 2005).
Sekonder metobolitler ve ugucu yaglar1 yliksek oranda igermelerinden dolayr da familya
dyelerinin kullanim alanlarin1 da beraberinde getirmistir. Asya cografyasinda yapilan
ilaclarin biiyiik kism1 Apiaceae tiirlerinden elde edilen 6ziitlerden olugsmaktadir. Bu ilaglar
agn kesici, deri hastaliklar1 ve bagisiklik sistemine destek olmasi i¢in kullanilmaktadir
(Lee ve Rasmussen, 2000). Familyanin igerdigi bilesiklerden kumarin oranmin yiiksek
oldugu bilinmektedir. Kumarin, oral yolla kullanildiginda kimyasal yapisindaki degismeler
sonucu toksik olabilmektedir. Kumarinin yogun oldugu bu bitki tiirleri aromatik kokusu
sayesinde giiniimiizde daha ¢ok hosa gitmeyen kokular1 absorbe etmek amaci ile parfiimeri
sanayinde fiksator olarak kullanilmakta ve insektisitlerde koku verici olarak da
faydalanilmaktadir (Guenther, 1975). Yogun ve kendine has kokular1 olan bu biti tiirleri

genelde otsu yapida olmalarindan dolay1 hayvan beslenmesi ve yem gida katkis1 olarak da



kullanilmaktadir. Caligma materyali olarak kullanilan Lisaea cinsi de otsu halde bulunan
tiirlerdendir (Oztiirk ve Ozgelik, 1991).

1.1. Lisaea Cinsi Hakkinda Genel Bilgiler

Lisaea cinsi admn1 1801-1867 yillar1 arasinda sardunya florasin1 inceleyen italyan Domenico
Lisa isimli biyologdan almistir. Lisaea diinyada Kafkasya ve Arap yarim adasinda dagilim
gostermektedir. Glineybat1 Asya’da ii¢ tiirii, Irak’ta ise iki tiirii bulunmaktadir. Bulunduklari
alanlar genellikle bozkirlar, corak araziler, ¢oller, tarla ve baglardir. Buralarda yabanci ot
olarak yayilis gostermektedirler. Lisaea tiiriiniin genel renkleri pembe ve beyaz olarak
polimorfizm gostermekte ve tag yapraklarin tam ortasinda ¢ok sayida filament bulunur.
Govdesinde kisa yumusak tiiyler bulundurmakta ve canak yapraklar kiigiiktiir (POWO,
2017).

. Lisaea papyracea

. Lisaea heterocarpa
. Lisaea strigosa

e R AT et

Sekil 1. 1. Lisaea tiirlerinin illere gére dagilimi (TUBIVES, 2022).

Tiirkiye’de toplamda 3 Lisaea tiirii bulunmaktadir. Bu tiirlerin Tiirkiye’de cografik dagilimi
Sekil 1.1°deki gibidir. Bu tiirler Lisaea heterocarpa, Lisaea papyracea ve Lisaea
strigosa’dir. Tiirkiye’de bulunan bu bitkilerin genel &zellikleri Cizelge 1.1°deki gibidir.
Tiirkiye’de Tunceli ilinde 6l¢iilen morfometrik sonuglara gore ise Lisaea strigosa tiiriiniin
boylar1 50-65 cm arasinda degismekte ve ucucu yag bilesenlerinin %98.6’sina es deger 8
bilesen kaydedilmistir. Bu bilesenler: a-biskolol (%25,4), (-) spathulenol (%22,5),
karyofillen (%20,8) ‘dir (Danis, 2016).



Cizelge 1. 1. Lisaea tiirlerine ait 6zellikler (TUBIVES, 2022).

Tiir Ismi Lisaea papyracea Lisaea heterocarpa Lisaea strigosa
Omiir (Tek Y1llik) + + +
Otsu Yap1 + + +
Cigek Sayisi 6 5 5-6
Habitat Tarlalar ve Tarirm | Tahil tarlalari, Nadas | Bozkir, Tarlalar ve
Alanlar1 tarlalar1 ve Baglar Corak araziler
Endemik - - -
Koken [ran-Turan [ran-Turan [ran-Turan
Tiirkiye’deki I¢c Anadolu Glineydogu Anadolu Dogu Anadolu
Konumu
Genel Dagilimi Kafkasya Iran ve Ermenistan | Suriye Colii, Filistin
ve Kuzey Irak

1.2. Molekiiler Markirlar ve Bitki Biyoteknolojisindeki Yeri

Molekiiler markir teknolojisi ilk olarak 1983 yilinda Karry Mullis ve calisma arkadaslari
tarafindan yar1 korunumlu DNA pargalarini ¢ogaltmak istemeleri lizerine PZR (Polimeraz
Zincir Reaksiyonu) teknolojisini gelistirmeleri ile baglamistir (Saiki vd., 1988). Ge¢misten
gliniimiize kadar yapilan DNA iizerindeki ¢alismalarin ve biyoteknolojinin entegrasyonu ile
geleneksel uygulamalarin yerini molekiiler markir teknolojisi almaktadir (Moose ve Humm,
2008). Molekiiler markirlar DNA boyutundaki polimorfizmi ortaya koydugundan dolay1
genetik ¢alismalarinda da giderek artan popiilerlige ulasmistir. Bu popiilerlik bitki 1slah1 ve
sistematik siniflandirma calismalari ile molekiiler bitki arastirma ¢agini baglatmistir (Ahmad
vd., 2010). Genetik polimorfizm olarak adlandirilan tanim ise bir popiilasyondaki ayni
lokusta bulunan genetik kodun iki ve tizeri farkl alleller bulundurmasidir. Bitkiler lizerinde
de bu farkliliklar1 belirlemek i¢in molekiiler markirlar g¢esitlerinden DNA markirlari,
bitkilerden kolay bir sekilde DNA izole edilebilmelerinden dolayi iyi bir se¢imdir (Kumar,
2009). Giliniimiizde bitkiler iizerinde yapilan sistematik g¢alismalardaki DNA markirlari
ozelliklerini calisilan hiicrelerdeki DNA’lardan almaktadirlar. Bu yilizden bitki
popiilasyonunda ki genotipler arasi farklarin tespit edilmesinde %100’e yakin sonuglar ile
degerlendirilebilmesinden dolay1 bitki sistematigi ve filogenetik iliskilerin belirlenmesinde

yaygin olarak kullanilmaktadir (Giilsen ve Mutlu, 2005).




DNA markirinin tagimasi gereken bazi 6zellikleri bulunmaktadir bunlar:
1) Genetik cesitlilik belirlemesi amaciyla yiiksek polimorfizm igermesi,

2) Kodominant yapida olmalar1 (diploid organizmalarin homozigot ve heterozigot

durumlarini ayirt edebilmeli),

3) Genom tizerindeki markir sik sik tekrar edilebilmelidir,
4) Ulagsilabilirligi, kolay erisimi olmalidir,

5) Hizli ve kolay sonug¢ vermelidir,

6) Cok sayida tekrarlanabilirlik kapasitesine sahip olmalidir (Weising vd., 1995).
1.2.1. Kloroplast DNA (cpDNA)

Yakin gegmiste molekiiler biyoloji, bitki genetigi ve bitki filogenisi arastirmalarinda siklikla
kullanilan kloroplast DNA’s1 bitki genetigi arastirmalari i¢in uygun bir genomdur.
Kloroplastlar ayn1 mitokondri gibi kendi genetik sistemleri olan organellerden biridir
(Turkan, 2007). Kloroplastlarin yapist organizmalar sinifinda prokaryotlara benzemekte ve
icerisinde ribozomlar barindirmaktadir. Bundan dolay1 kloroplastta DNA replikasyonu
gerceklesmekte ve olusan yeni DNA zincirleri de yeni organele aktarilmaktadir (Yildirim ve
Kandemir, 2001). Sekil 1.2°de goriildigii tizere kloroplast DNA’s1 halkasal forma sahip
olup, 120-160 kb uzunlugunda ve yaklasik icerisinde 120 ayr1 gen bulundurmaktadir. Tek
bir kloroplast organeli ortalama 4000 protein igermekte ve bunlardan 100l kloroplast
genomu tarafindan kodlanir (Tiirkan, 2007). Kloroplast, fotosentez yapan, bir¢cok hiicresel
metabolitleri {ireten ve bitkinin dis ortamindaki degisiklikleri algilayan bir organeldir.
Kloroplastlarin endosimbiyotik kdkenleri géz Oniine alindiginda, bagimsiz genomlarini ve
gen ekspresyon mekanizmalarint korudugu goriilmektedir. Kloroplastlarin prokaryot
atalardan beri gelen genlerinin ¢ogu evrim siiregleri boyunca g¢ekirdege de aktarilmustir.
Bunun yaninda, ¢evresel stres kosullarinda ya da genetik boyutta degisimleri ve farkliliklar
da olugsmaktadir. Bunun gibi degisimlerin bitkilerdeki farkliliklar1 anlayabilmek i¢in gen
ekspresyonlarini iyi ¢oziimlemek 6nemlidir (Zhang, 2020). DNA barkodlanmasina, mevcut
taksonomik sorunlarin ¢éziimiiniin yaninda, filogenetik iligkilerin ve tiir ¢esitliligi tayini gibi
iliskilerin degerlendirilmesiyle de bagvurulmaktadir. Bu dogrultuda en giivenilir bolgeyi
bulmak i¢in ¢ekirdek DNA ve plastit DNA ¢ok fazla denenmektedir. Hem tiirii tanimlamada

basarili olabilecek kadar korunmus ve niikleotid degisimleri farklar1 ile tiirler arasi



farkliliklar1 ortaya koyabilecek plastit DNA sekans calismalarinda oldukga popiilerdir.
Bitkilerdeki kloroplast DNA’s1 bu sayede en elverisli bolgelere sahip olmasinin yaninda,
tiim tiirleri i¢ine alan evrensel bir barkod bolgesi tanimlanamamistir (Filiz ve Kog 2012;

Piredda vd., 2011; Selvaraj vd., 2008).

Fagopyrum dibotrys
chloroplast genome
159,919 bp

holosyst

tosyst
cy complex
NADH dehy

RubisCO large
5

Sekil 1. 2. Kloroplast genomu sematik gésterimi (Wang vd., 2018).

Daha once yapilmis calismalar incelendiginde kloroplast genomuna ait en ¢ok kullanilan
bolgeler rbcL, matK, trnK, trnH-psbA, atpB-rbcL, trnT-trnF bolgeleridir. Bu bolgeler tek
basina yada ¢esitli bolgelere ile kombine edilerek de calismalarda kullanilabilmektedir
(Kang vd., 2017). Kloroplast DNA formu semi-konservatif olup anne tarafindan kalitimi
saglanmaktadir (Soltis, 1997). Kloroplast genomu, protein kodlayan, kodlama yapmayan ve

intronlardan olusan bolgelere ayrilmaktadir (Clegg vd., 1994).
1.2.2. trnL-F Gen Bolgesi

Son yillarda kullanilan DNA taksonomisi, tiirlerin teshis edilmesinde ve biyolojik
¢esitliligin belirlenmesinde faydali bir yontem olarak &niimiize ¢ikmaktadir. Ozellikle ITS
ve kloroplast trnL-F bolgeleri ile bitkiler arasinda filogenetik arastirmalar yapilabilmektedir

(Brouat vd., 2001; Soejima ve Nagamasu, 2004). Kloroplast genomuna ait olan trnL-F



bolgesinin sematik gosterimi Sekil 1.3’de verilmistir. trnL-F bolgesi arasindaki alan bitki
sistematigi c¢alismalarinda siklikla kullanilan ve kodlanmayan DNA bdlgeleri arasinda
bulunmaktadir (Quandt vd., 2004).

trnL UAA trnl. UAA trnF GAA
5" ekzon 3' ekzon ekzon

trnL-trnF 1GS

"——\\_—~ “‘—\~——";

Primer ¢ ’ Primer d Primer f
—— —— m—
<":'.
Primer e

Sekil 1. 3. trnL-F bolgesi sematik gosterimi (Taberlet vd., 1991).

trnL-F bolgesinde genler arasi bosluk trnL (UAA) 3’ ekzonu ve trnF (GAA) geni arasinda
bulunmaktadir. Bu bolge kodlama yapmayan bir intron bdlgesidir ve filogenetik

siniflandirmalarda popiiler olarak kullanilmaktadir.
1.2.3. trnL-intron Boélgesi

trnL-intron bolgesi siyanobakterilerin atasi plastitlerden elde edilmis ve bilinen en eski
intron bolgesidir (Asakura ve Barkan 2007; Simon vd., 2003; Xu vd., 1990). trnL-intron
bolgesi art arda gelmis tRNA bdlgeleri (trnL UARS® ekzon ile trnL “* 3” ekzon) arasinda
bulunur. Bu bélgenin sematik gosterimi Sekil 1.4’de verilmistir. trnL-intron bolgesi familya
ve familya alt1 seviyeleri belirlemede kullanilmaktadir (Mes, 2000). Genellikle, filogenetik
calismalarda yapisal mutasyonlardan daha sik kullanilmaktadir. Bununla birlikte, kloroplast
DNA’siin en degisken kodlama bolgesi degildir ancak bazi avantajlart vardir (Koroleva
vd., 2005). trnL-intron bolgesi i¢in evrensel primerler yaklasik 15 yil 6nce tasarlanmig ve
daha sonra kullanimi yaygmlasmistir (Gielly ve Taberlet, 1996). trnL-intron bdélgesinin
evrimi ise ¢ok genis Ol¢iide arastirilmis ve analiz edilmistir. Sonug olarak, ¢esitli trnL-intron
sekanslarinin hizalanmasi, primer tasarlanmasina ve aradaki degisken bolgenin amplifiye
edilmesine izin verebilir (Palmer, 1991; Quandt vd., 2004; Quandt ve Stech, 2005;
Shinozaki vd., 1986).
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Sekil 1. 4. trnL-intron bolgesi sematik gosterimi (c,d,g ve h primerlerinin kloroplast trnL (UAA)
geni tizerindeki konumu) (Taberlet vd., 2007).

1.2.4. matK Gen Bolgesi

matK gen bolgesi kloroplast gen bolgelerine gore en az korunan bolgelerden birisidir. Bu
nedenle bitki aragtirmalarinda filogenetik sorunlar1 ele alan galigmalarda etkili bir sekilde
kullanilir (Fuse ve Tamura, 2000; Ito vd., 1999). matK geninde diger genlere kiyasla bazi
avantajlar bulunmaktadir. {lk olarak matK geni yaygin olarak kullanilan rbcL ve atpB plastit
gen bolgelerine gore li¢ kat daha hizlidir. Bu gen, kodon pozisyonlar1 ve diisiik doniisiim
oranlari ile mutasyonel olarak korunan bir bolgedir. Aragtirmalara gore matK geni boyunca
niikleik asit lizerindeki varyasyonlar ve amino asit seviyeleri gen boyunca dagilmis ve matkK
geninin Sekil 1.5’de verildigi tizere 5 bolgesi ile 3’ bolgesi daha fazla varyasyon igerdigi
bircok monokotil ve dikotilde goriilmiistiir. Bu benzersiz 6zelliklerden dolayr matK gen
dizileri filogenetik ¢6ziimlemelerde ve tiir diizeylerinde ayrimlarda kullanilmaktadir (Steele

ve Vigalys, 1994; Brochmann vd., 1998; Koch vd., 2001 ve Tamura vd., 2004).

matKF Vt-1110-markK-F Vi-1516-markK-R

—
i‘ marK gene (~1.5 k.b) r /
L marKR
‘_
fruK 5'-exon \lr rrnK 3'-exon
trnK gene

Sekil 1. 5. matK bolgesi sematik gosterimi (Phoolcharoen ve Sukrong, 2012).



1.3. Filogenetik Aga¢ Metotlar:

Tiim canlilarin yap1 ve evrimleri arasinda iliskiler bulunmaktadir. Bu iliskilerin ata-soy
seklinde gruplandirilarak smiflandirilmasina  “filogenetik” denmektedir. Canlilarin
barindirdigi molekiiler mekanizmalar, bir atadan evrimleserek tiirlerin birbirleri ile
iliskilendirildigini gostermektedir (Singh, 2015). Molekiiler dizilerden filogenetik agag
olusturma fikri ilk olarak Emile Zuckerkandl ve Linus Pauling tarafindan ortaya atilmig ve
giinimiizde biyoinformatik c¢aligmalarin en 6nemli araglarindan biri haline gelmistir
(Zukerkandl ve Pauling, 1962). Filogenetik siniflandirmanin 6nemli isimlerinden Alman
biyolog Emil Hans Willi Hennig, siniflandirmanin; tiirlerin morfolojik, genetik, fizyolojik
ve cevresel etmenler Onceliginde gerceklestigini aciklamistir (Onursal ve Ugur, 1997).
Filogenetik iliskilerin bir sema {izerinde gosterimine ise “filogenetik agac” denmektedir.
Canlilarin evrimsel baglantilarini gosteren bu semalara “yasam agac1” ya da “evrim agaci”
da denmektedir (Woese vd., 1985). Filogenetik agaglar sadece soylar1 hesaplayan bir
akademik amactan daha fazlasidir. Oldukca pratik saglayan filogenetik agaglar model
organizmalar1 se¢mek, hastaliklar1 takip etmek, yeni vektdrler bulmak, viriislere karsi
savunma mekanizmasi bulmak, tiirler igin ¢esitliligin en iist diizeye ¢ikarmak yada atalarini
korumak ve bunlarin izini siirmek gibi birgok sorun filogenetik agaglar sayesinde kolayca
¢ozlimlenebilmektedir (Hedsen, 2002; Hey ve Machado; Layer ve Garman, 2001; Reis vd.,
2009; Steel, 2005; Stuyver vd., 2000; Van ve Kayser, 2009). Bir filogenetik agagta bulunan
dallar, tiirlerin atasal popiilasyonlarinin zamanla gergeklesen farkliliklarini temsil
etmektedir. Diiglim noktalar1 ise her bir taksonun iki ve lstli poplilasyona baglandig1 ve
oradan ayrildigi noktalar1 temsil etmektedir. Dallarin uglarinda soyu tiikenmis veya
giinlimiizde yasayan tiirler ifade edilmektedir. Filogenetik agaclar kendi i¢inde kokli ve
koksiiz aga¢ olmak {iizere iki smifta incelenmektedir. Koklii agaclar, inceleme siirecindeki
soy gecmisinin nereden geldigini gostermek i¢in ayrilma olaylarinin da netlesmesini
saglarlar (Freeman ve Herron, 1999). Koksiiz agaglar ise, sadece tiirler arasindaki iliskileri

belirlerler. Ancak diiglim ve dallarin tarihi siralamasini agiklamazlar (Basibiiyiik vd., 2000).

Filogenetik aga¢ olustururken kullanilan bazi yontemler bulunmaktadir. Bunlardan birincisi
karakter temelli yontemler olup bunlar; Maximum parsimony (MP), Maximum likelihood
(ML) ve Mr. Bayes metodudur. Bu metodlar iizerinde arastirmalar yapilan taksonlarin
arasinda degisiklik gosteren kalitsal ve birbirinden bagimsiz olan her 6zellik ya da

karakterlerin birbiriyle olan akrabaliklarin1 gésterme iizerine kuruludur. Ikinci yontem ise



mesafe temelli yontemler olup dort tanedir bunlar: Aritmetik ortalama ile agirliksiz ¢ift grup
metodu (UPGMA), Neighbor Joining, Minimum Evolution ve Fitch Margoliash metodudur.
Mesafe temelli yontemler; dizilerin sekanslanmasindan sonra elde edilen evrensel mesafeler
ile yeni bir veri olusturularak bu verilerin mesafe skorlar1 sonucuna gore de tiim taksonlar
icin biitiin bir filogenetik aga¢ kurma prensibine dayanir (Felsenstein, 1987). Tercih edilen
agaclarin dallarindaki mesafeler arasi oran en aza indirgenmis olan agaglardir (Mount,
2001). Filogenetik agag olusturuldugunda istatistik olarak glivenligini analiz etmek lazimdir.
Bu analizler i¢in bilgisayar tabanli yazilim ve programlar bulunmakta ve en ¢ok tercih
edilen analiz sekli ise “Bootstrapping” dir. Bootstrap yontemi, mevcut filogenetik agacin
dallar1 iizerindeki parsimoni durumlarin1 baz alarak istatiksel olarak en giivenilir olan dallar
belirlemede iyi bir aragtir (Felsenstein, 1985). Bootstrap analizlerinde yiizdelik olarak
degerler bulunmaktadir. Bu degerler filogenetik bagin giiclinii temsil etmektedir. %85 ve
iizeri degerler ¢ok giiclii, %70-85 giiclii, %50-70 zayif ve %50°den kiigiik degerler ¢ok zay1f
filogenetik iliski seklinde degerlendirme skalasi olusturulmustur. %50°nin altinda skalaya

sahip filogenetik agaglarin taksonlar1 dogrudan iliskilendirilemeyecegi kabul edilir (Kress,
2005).



1.3.1. Filogenetik Aga¢ Olusturmada Kullanilan Programlar

Cizelge 1. 2. Filogenetik agac olugturmada kullanilan programlar

PAUP MR. BAYES MEGA PHYLIP

Program Program Program Program

[Z] MX: About MEGA (Build#: 10180601-x86_64) ® Q
KOICHIRO TAMURA GLEN STECHER

SUDHIR KUMAR

PAUP programi | MRBAYES MEGA programi dizi | PHYLIP programi
maxiumum programi  Bayes | hizalamadan SOy agaclarimi
likelihood ve | metodu mantigl ile | filogenetik agac | olusturulan ve
maxiumum caligmaktadir. olusturmaya kadar | indirilip

parsimony Programdaki amag | fonksiyonlar1 igeren bir | kullanilabilen

programlarinin  da | biitin  filogenetik | programdir ve popiiler | kolay ve eszamanli
dahil oldugu birgok | ihtimallerin olarak kullanilmaktadir | yan bir programdir
metodu barindiran | oranlarini ve | (Tamura vd., 2013). (Phylip, 2011).
ayrintili programdir | dagilimlarin
(Swofford, 2001). | hesaplamaktir

(Phylip, 2011).

Filogenetik caligmalarda yada filogenetik arastirmalar i¢in kodlama yapan bilgisayar
programci kisiler genelde programlarin ileri diizeydeki siirlimlerini destekleyen bilgisayarlar
kullanmaktadirlar. Bu programlarin kullanim amaglart Cizelge 1.2°de verilmistir. Bu
programlardan en popiiler ve yaygin kullanima sahip olanlar PAUP, PHYLIP, MRBAYES
programlaridir. Fakat bu programlarin yaninda es zamanli olarak kullanilmasi gereken bagka
programlarin da bulunmasi gerekmektedir. Bu ek programdan en yaygin kullanim Treeview

programina aittir (Treeview, 2011).
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2. KAYNAK OZETLERI

Gegmis yillarda Lisaea tiiriine ait yapilmis sinirli sayida ¢alisma bulunmaktadir. Bunlardan
birinde Danig, (2016), Lisaea strigosa tiiriiniin ugucu yag bilesimleri ve bazi1 morfolojik
degerleri Ol¢iilmustiir. Veisi ve Moeini, (2015), yapmis oldugu g¢alismada sulanan arpa
tarlalarinda yetisen yabanci otlarin GPS yontemi ile sikliginimi belirlemistir. Sulanan arpa
tarlalarinda 53 yabanci ot tespit edilmis ve Lisaea heterocarpa tiiriiniin Kermanshah ilindeki
arpa tarlalarinda yabanci ot olarak bulundugu agiklanmistir. Lee ve Downie (2000), yapmis
oldugu caligmada Caucalidae familyasina ait tiirlerin rpsl6é sekansina dayali filogenetik
analizi yapilmig ve Lisaea cinsinin de iginde bulundugu bu ¢alismada Lisaea heterocarpa,
Lisaea strigosa ve Lisaea papyracea tiirleri Torilidinae basamaginda yer almistir. Kaya ve
Karatas (2019), yapmis olduklar1 ¢alismada 2000°1i yillardan bu yana Sanliurfa ili iginde
fitososyolojik ve floristik arastirmalarin ¢ogalmasiyla daha once Sanliurfa bitki florasinda
kayit altina alinmamis bir¢ok tiir gozlemlenmistir. Floristik arastirmalarin yani sira,
fitososyolojik arastirmalar bitki toplulugu tablolar1 da, listelenen bitkilerin yerini almistir.
Yapilan bu calismada son 15 senede yapilmis tiim fitososyolojik ve floristik aragtirmalarin
tamami incelenip Sanliurfa florasina ait bitkilerin endemizm, hayat sartlar1 ve fitocografik
konumlar1 agisindan incelemeleri yapilmistir. Bu calisma sayesinde 460 cins ve 88
familyay1 barindiran 1668 tiir tespit edilmistir. Calisma lokalinde 107 adet endemik tiir
belirlenmistir. Taksonlarim fitocografik konumlarma gére dagilimlari: Iran-Turan kokenliler
%33, Akdeniz kokenli %9, Dogu Akdeniz kokenli %8, Avrupa-Sibirya kokenli %3, Bati-
Akdeniz kokenli %0,2, Sahra-Sind kokenli %0,2, Sahra-Arap kokenli %0,05 ve
bilinemeyenlerin orani ise %47 olarak kaydedilmistir. Bu degerlere gore alandaki en biiyiik
bes familya oran sirasina gore; Asteraceae, Fabaceae, Poaceae, Brassicaceace ve Lamiaceae
olmustur. Bu aragtirmada {i¢ Lisaea tiirliniin de bulundugu belirtilmistir. Sancar, (2021),
yaptigi c¢alismada bitkilerdeki molekiiler seviyede yapilan arastirmalar, incelenmis
taksonlardan maksimum verimli DNA eldesi gerektirmekte oldugunu belirtmistir. Bu
nedenle, arastirilacak bitki 6rneklerinin yliksek yogunlukta ve saf DNA bulundurmasinin
son derece Onemli oldugu dile getirilmistir. Bitkilerdeki genomik DNA izolasyonu
gergeklestirmek tizere farkli bir¢cok protokol oldugu ve bu calismada tibbi ve aromatik bitki
familyalarina (Asteraceae, Apiaceae ve Lamiaceae) ait bazi taksonlarin bu amagla
kullanildig1 belirtilmistir. Taksonlar tek tek herbaryum teknigi ile kurutulmus buna ek
olarak taze yaprak Orneklerinden de yararlanilip hangisinin daha verimli oldugu

arastirilmistir. Genel olarak incelendiginde her iki yontemde yiiksek oran ve saflikta DNA
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eldesi saglanirken, gDNA’larda RNA, polisakkaritler, proteinler, ucucu yaglar, fenoller ve
diger kirli kistm miktar1 en az seviyede tutulmaya ¢alisilmistir. Incelenen DNA’larin saflik
ve konsantrasyonlar1 nanodrop spektrofotometrede Slgiiliirken, yogunluk miktarlar1 agaroz
jel elektroforezinde gozlemlenmistir. Bunlara ek elde edilmis DNA’larin PZR ¢alismalarina
uyumu da farkli primerler test edilerek denenmistir. Elde edilen DNA’larin miktarlar1 ve
kalite orami tiirler arasinda belirli farklilik gostermesine ragmen en verimli ve kaliteli
izolasyon her zaman taze bitki dokusu kullanilarak gerceklestirilen izolasyondan
saglanmistir. Buna ek bir bilgi olarak sadece CTAB ¢ozeltisi kullanilarak yapilan
ekstraksiyon yonteminde en fazla saf ve yogun DNA eldeleri saglanmistir. Yapilan bu
molekiiler ¢alismanin materyal ve yontem kisminda ise Lisaea strigosa tiiriiniin Elazig-
Hankendi ilgesi civari yol kenarlari, 994 m’de bulundugu bildirilmistir. Sirr1, (2019), yaptig
calismada bugday yetistirilen alanlardaki sorun olusturan yabanci otlarin yogunlugu ve
yayilis durumlarini belirtmeyi amaglamistir. Bu dogrultuda; Tiirkiye’nin Giineydogu
Anadolu Bolgesi’nde bulunan Siirt ilindeki bugday tarlalarinin 2017-2018 vejetasyon
sirecinde arastirmalar1 yapilmistir. Bugday tarlalarinda asil sorun olusturan yabanci
otlardan Apiaceae familyasina ait 8 tiir belirtilmistir. Lisaea strigosa tiiriiniin Siirt ilinde
bugday tarlalarinda rastlanma siklig1 %41 ve yogunlugu 0,98 olarak kaydedilmistir. Baz1
yabanci otlarin ¢ok fazla yayginlik gdstermese bile bolgesel yogunlugu ile ulasabildikleri
verimli topraklarda kayiplara neden olabildikleri belirtilmistir. Ozmen vd., (2010), yaptiklart
calismada Tordylium ketenoylui, Tordylium macropetalum ve Tordylium pustulosum
tirlerinin palinojik (Botanik'in polen ve sporlar1 aragtiran alt bilim dalidir) bakimdan
diagnistik ozelliklerinin teshis edilmesi i¢in tiirlerin polen yapilari polen preparatlari ile
oOlgtiliip degerlendirilmistir. Altunbas ve Tiirel, (2009), yaptiklar1 ¢alismada Petroselinum
crispum tiiriniin tohumuna ait ugucu yag bilesiminin gaz kromatografik teknigi ile tanisi
yapilmig ve antienflamatuvar etkisi yoniinden incelenmesi yapilmistir. Antienflamatuvar
etki deneyinde, Petroselinum crispum tiiniin tohumlar1 0,060 ml/kg dozunda, 0,015 ml/kg ve
0,030 ml/kg dozlarinda ise indometazine gore daha az etki gostermistir. Petroselinum
crispum ugucu yaginin medyan efektif dozu ise yaklagik 0,029 ml/kg bulunmustur. Kaval ve
Tonger, (2020) galismalarinda Apiaceae familyasina ait 6rneklerin tekrardan diizenlenmesi,
internet lizerinde bir veri tabani hazirlanmasi, heniiz belirlenmemis orneklerin teshisinin
yenilenmis literatiir lizerinden taranmasi ve sistematik caligmalara eslesmeyen taraflariyla
endemik olan tiirlerin tehlike durumlarmin belirlenmesi amaclanmistir Ozgelik ve Bebekli
(2020), calismalarinda Tiirkiye’de dogal olarak bulunan Apiaceae tiirlerinden 4 Heptaptera
turtiniin (Heptaptera cilicica, Heptaptera anisoptera, Heptaptera anatolica ve Heptaptera
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triquetra) meyvelerinin anatomik ve morfolojik yapilart ilk kez ayrintili olarak
aragtirllmistir. Calismanin sonucunda dort tiirlin meyvelerinin anatomik ve morfolojik
ozellikleri aydinlatilmistir ve bu ¢alisma fotograflarla da desteklenmistir. Bunlara ek olarak
taramal1 elektron miktoskobu yoluyla dort tiiriin olgunlasmis meyve sekillerine gore
mikromorfolojik durumlar taranmis, karsilastirilmis ve resimleri eklenmistir. Calismada
meyvelerin anatomik ve morfolojik 6zelliklerinin Heptaptera’ya ait tiirlerin taksonomik
smiflandirilmasima yardimcr olabilecek dikkat ¢eken belirgin farkliliklar gosterdigi
bulunmustur. Misir vd., (2017), calismalarinda Apiaceae familyasina ait Bupleurum L.
cinsinin Tirkiye’de endemigi iki tiirii bulundugu ve bunlarin Bupleurum heldreichii Boiss.
& Bal. ve Bupleurum lophocarpum Boiss. & Bal oldugu belirtilmis ve anatomik 6zellikleri
incelenmistir. Anatomik calismalarinda incelenen taksonlar vejetatif organ kismindan enine
kesilip incelenmistir. Buna ek olarak yaprak yiizeylerinden belirli kesitler alinip stoma
yapilari incelenip, stoma indeksleri dl¢lilmiistiir. Bu tiirlerden B. heldreichii, koklerinde
peridermis, govdesinde sig1 6z bolgesi, ekvifasiyal mezofil ve yapraklarda diiz olmayan
epidermis hiicre ¢eperleri ile tamimlanmistir. Buna ek olarak B. Lophacarpum tiiriiniin kok
kisminda epidermis, govdelerinde biiylik 6z kismi, ekvifasiyal mezofil ve yaprak
yiizeylerinde epidermis diiz hiicre ¢eperli oldugu belirtilmistir. Sonug¢ kisminda Bupleurum
heldreichii ve Bupleurum lophocarpum tiirlerinin anatomik dl¢iimleri ve degerler tablolar
ile verilmistir. Taksonlarin arasinda farkliliklar ve benzerlikler degerlendirilmistir. Baser ve
Pehlivan, (2015), c¢alismalarinda Apiaceac familyasindan olan Prangos’a ait {i¢ farkl
takson; I¢ Anadolu, Giiney Dogu Anadolu ve i¢ Anadolu Bogesinde dagilmistir. Bu tiirler
1000-2300 m arasinda yiiksekliklerde bulunmaktadirlar. Calismada kullanilan Prangos
cinsine ait olan Prangos pabularia Lindl. (Hakkari, Mardin, Bitlis, Mus, Elaz1g), Prangos
platychloena Boiss. ex Tchihat. (Erzincan, Van, Erzurum), Prangos meliocarpoides Boiss.
var. meliocarpoides (Kayseri, Konya) alinan polenlerden Wodehouse 1935 yontemine gore
preparatlar hazirlanmistir. Aymi tiirden olanlar farkli bolgelerden olanlar ile polenleri
arasinda farkliliklar saptanmistir. Bu tiirlerin tasidigr polenler 151k mikroskobu kullanilarak
mikrofotograflari kaydedilmistir. Ulusoy, (2017), ¢alismasinda Apiaceae familyasindan
Caropodium cinsinin tiirlerinin kok, yaprak kini, gévde ve meyvelerinin anatomik
ozellikleri detayli olarak arastirilmis ve bu dlgiimlerin sistematik olarak 6nemi belirtilmistir.
Anatomik Ozellikleri taksona ait 22 c¢esit lokalitelerden toplanmis ve incelenmistir.
Incelenen taksonlar kok, yaprak kimi, gévde ve yaprak anatomik Kkalitatif dzelliklerinin
benzerlik gosterdikleri, fakat meyve anatomisinin diagnostik ozelliklere sahip oldugu

belirtilmistir. Kantitatif karakterler ile olusturulan analiz sonuglar1 ise, dlgiilen karakterlerin
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%80’inin tiirler arasinda belirli farklilik sergiledigi gozlemlenmistir. Bunlara ek olarak
onemli diger bir sonug ise, Caropodium cinsinin taksonlarinin kok bolgesindeki kesitlerinde
sklerankima hiicrelerinin (tas hiicrelerinin) bulunmasi oldugu bildirilmistir. Peridermlerde
bu hiicrelere ait dizilem ve siklik tiirler bazinda farklilik gostermekle birlikte, su ana kadar

arastirilmis Apiaceae familyasindan herhangi bir tiir ile benzer bir kritere rastlanmamustir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Calisma Materyalleri

Tezin galisma materyalini olusturan Lisaea cinsine ait toplam ig tiir bulunmaktadir. Bu {i¢
tiire ait 6 farkli popiilasyon 6rnegi ile calisilmigtir. Calisan tiir isimleri Lisaea heterocarpa,
Lisaea strigosa ve Lisaea papyraceae olmak tizere her tiirden iki farkli lokasyona ait 6rnek
kullanilmistir. Bitki materyalleri Munzur Universitesinden Dog. Dr. Mehmet Yavuz
PAKSOY tarafindan toplanip teshis edilmistir. Teshis edilen 6rneklerin kontrolii Flora of
Turkey den yapilmistir. Toplanan geng ve taze bitkiler herbaryum teknigi ile isimlendirilip
kilitli posetlerde muhafaza edilerek laboratuvara getirilmis ve dondurularak muhafazasi

saglanmustir. Bitkilerin toplandigi iller ve toplayici bilgileri Cizelge 3.1°’de verilmistir.

Cizelge 3. 1. Toplanan bitki 6rneklerine dair bilgiler

Ornek Numaralar Cahisilan Tiir Toplanan Toplayan Kisi
Isimleri Lokaliteler

1 Numarali Ornek Lisaea papyracea Konya Mehmet Yavuz

PAKSOY
Mehmet Yavuz

2 Numarali Ornek Lisaea papyracea Kayseri PAKSOY
Mehmet Yavuz

3 Numaral1 Ornek Lisaea strigosa Mus PAKSOY
Mehmet Yavuz

4 Numarali Ornek Lisaea strigosa Siirt PAKSOY
Mehmet Yavuz

5 Numarali Ornek Lisaea heterocarpa Sanliurfa PAKSOY
Mehmet Yavuz

6 Numarali Ornek Lisaea heterocarpa Tunceli PAKSOY
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3.1.2. Arastirmada Kullanilan Yontem ve Kimyasallar
3.1.2.1. Genomik DNA izolasyonu

Mubhafaza edilen bitki 6rneklerinin izolasyonu GeneMark DNA (katolog numaras1 DP022)
izolasyon kiti kullanilarak gergeklestirilmistir. Kitte kullanilan kimyasallar ve kullanim

miktarlar1 Cizelge 3.2°de detayli olarak verilmistir.

Cizelge 3. 2. DNA izolasyon kiti kullanim bilgileri

Kitte Bulunan Kimyasal Isimleri ve | Kullanilan Miktarlar
Kullanim Sirasi

1. Adim Extraction Solution A 360 ul
2. Adim Extraction Solution B 40 pl
3. Adim RNase A Solution 4 ul

4. Adim Precipitation Solution 130 pl
5. Adim Binding Solution-Etanol 360 pl
6. Adim Wash Solution 500 pl
7. Adim Elution SolutFion 200 pl

3.1.2.2. PZR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu) Yontemi

PZR reaksiyonunu gergeklestirilirken trnL-F, trnL-intron ve matK primerleri kullanilmustir.
Bu primerlerin stoklar1 hazirlanmasi i¢in her bir primer ependorflar1 yaklagik 30 saniye
boyunca 7000rpm dénme hizinda santrifriij yapilarak primerlerin ¢cokmesi saglanmistir. Bu

islemden sonra primerler sulandirilip 3-5 saniye kadar vorteks uygulanip hazir hale
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getirilmistir. Calismada kullanilan primerlere ait baz dizilimleri Cizelge 3.3’de verilmistir.

Calismada 25 pl PZR tiipleri hazirlanmigtir. Bu tiiplerin i¢ine 2 pl genomik DNA, 5 pl

master mix, 1 pl F primer, 1 pl R primer ve 16 pul dH,0 eklenmistir.

Cizelge 3. 3. Kullanilan primerlere ait baz dizileri

Kullanilan Primer

Primerlere Ait 5°-3° Baz Dizilimi

Primer Dizilerinin

Isimleri Kaynag
trnLe (F) GGTTCAAGTCCCTCTATCCC (Taberlet vd., 1991).
trnFf (R) ATTTGAACTGGTGACACGAG (Taberlet vd., 1991).
trnc (F) CGAAATCGGTAGACGCTACG (Taberlet vd., 1991).
trnd (R) GGGGATAGAGGGACTTGAAC (Taberlet vd., 1991).
matK (472) TCTAGCACACGAAAGTCGAAG T (Cuenoud vd., 2002).
matK (1248) CGATCTATTCATTCAATATTC (Cuenoud vd., 2002).

3.1.2.2.1. Uygulanan PZR Protokolii

Uygulanan PZR protokolleri trnL-F igin Cizelge 3.4, trnL-intron i¢in Cizelge 3.5 ve matK
icin Cizelge 3.5’deki gibidir.
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Cizelge 3. 4. trnL-F primeri i¢in uygulanan PZR protokolii

Basamak Sicaklik ve Zaman Toplam Devir
On Hazirlik 94°C/5dk 1 Devir
1. Basamak 94°C/45sn 35 Devir
2. Basamak 50°C/45sn 35 Devir
3. Basamak 72°C/1dk 35 Devir
4. Basamak 72°C/10dk 35 Devir
5. Basamak 4°C/20dk 20dk
Cizelge 3. 5. trnL-intron rimeri i¢in uygulanan PZR protokolii
Basamak Sicaklik ve Zaman Toplam Devir
On Hazirlik 94°C/5dk 1 Devir
1. Basamak 94 °C/45sn 35 Devir
2. Basamak 50 °C/45sn 35 Devir
3. Basamak 72°C/1dk 35 Devir
4. Basamak 72°C/10dk 35 Devir
5. Basamak 4°C/20dk 20dk
Cizelge 3. 6. matK Primeri I¢in Uygulanan PZR Protokolii
Basamak Sicaklik ve Zaman Toplam Devir
On Hazirlik 95°C/1dk 1 Devir
1. Basamak 95°C/30sn 35 Devir
2. Basamak 51 °C/30sn 35 Devir
3. Basamak 68 °C/1dk 35 Devir
4. Basamak 68 °C/8dk 35 Devir
5. Basamak 4°C/20dk 20dk
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3.1.2.3. Agaroz Jel Elektroforezi

PZR islemi tamamlandiktan sonra eslesme saglayip bant olusturan fragmentleri
gorlintiilemek i¢in agaroz jel elektroforezi islemi gergeklestirilmistir. Bu islem i¢in 0,75 gr
agaroz ile 75 ml 1 X TBE (Tris Borik EDTA) tamponu erlen igerisinde karistirilip
mikrodalga firinda kaynamaya basladigi ilk ana kadar isitilmistir. Kaynayan karigim
homojen hale gelmistir. Birka¢ dakika 60 °C’ye kadar karisimimn sogumasi beklenmis ve
igerisine 1,5 ul EtBr (Etidyum Bromiir) ilavesi yapilmistir. Kullanilan elektroforez tankina
jel dokiilmeden once 7 kuyucuk olusturan tarak takilmistir. Hazirlanan agaroz jel bu tanka
dokiiliip 30-45 dakika polimerlesme evresi beklenmistir. Sonrasinda taraklar cikartilip
icinde 1 X TBE bulunan jel tankin igerisine yerlestirilmistir. PZR {irlinlerinin her birinden
Sul alimip 1 pl loading dye ile karistirilmistir. Karigimlar kuyucuklara mikropipet ile
yiiklenmistir. Elektroforez sonucu olusan bantlarin baz biiyiikliigiinii belirlemek i¢in ilk
kuyucuga 4 ul belirteg markir1 yiiklenmistir. Her elektroforez islemi yaklasik 45 dakika
boyunca 100 volt elektrik akiminda yiirtitilmiistiir.

3.1.2.4. PZR Sonuclarmin islenmesi ve Degerlendirilmesi

Uc farkli primer ile g¢ogaltilan bolgelerin DNA baz dizilimini 6grenmek icin PZR
numuneleri TRIOGEN (istanbul) firmasima gonderilmistir. PZR iiriinlerinin saflastiriimasi
icin otomatik DNA Dizileme cihazi kullanilmistir. Analiz sonuglarinin dogru ve giivenilir
olmasi icin gorsel olarak dizilerin gozlemlenmesi DNA dizilerinin teker teker kontrol
edilmesi gereklidir. Her bir diziye ait forward ve reverse primer dizileri, molekiiler
sistematik caligmalarinda siklikla kullanilan Bioedit 7.2.3 (Hall, 1999) ve MEGA 6.0
(Tamura vd., 2013) adli profesyonel bilgisayar programlari ile kontrol edilmis ve her baza
ait pik kromatogramina gore bazlar manuel olarak diizenlenip yeni bir contig dizisi

olusturulmugstur. Bu programlara ait ekran goriintiileri Sekil 3.1 ve Sekil 3.2°deki gibidir.
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39 BioEdit Sequence Alignment Editor - [CAP contig assembly pragram Output]
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Sekil 3. 1. BioEdit Bilgisayar Programi

Data  Edit Search Display Help
E=B80|«001|Q% = 2

300 310 320 330
G G AAGTTT CAATGGAAGGAT TOCCGCTT GCTATGCT CAATTG GG GCAACGCACGCAG T C A A

it

Sekil 3. 2. MEGA 6.0 Bilgisayar Programi

Dizileri elde edilmis olan Lisaea popiilasyonlarinin filogenetik iligkilerini belirlemek igin,
genetik olarak popiilasyonlarin baglantisi ve diger parametrelerin mutlak farkliliklarini belli
bir tablo, grafik ve sema iizerinde gdérmemize imkan veren MEGA 6.0 programi
kullanilmistir. Filogenetik iliskileri belirlerken mesafe temelli yontemlerden maksimum
likelihood metodu segilmistir. Bunlara ek olarak Lisaea tiirleri arasindaki niikleotid

kompozisyonu oranlart MEGA 6.0 programi kullanilarak elde edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. PZR Sonuglari

Lisaea tiirlerinin genomik DNA izolasyonu GeneMark izolasyon kiti ile yapilmistir.
Ardindan tiim izolasyon serisine trnL-F, trnL-intron ve matK primerleri ile prosediire uygun
PZR islemi yapilmistir. Bu islem ile primerler kendine tanimli baz dizilimlerini esleyerek
kopyalamistir. Elde edilen PZR iiriinleri elektroforez cihazinda yiiriitiildiikten sonra bant

goriintiileri elde edilmis ve ultraviyole goriintiileme cihazi ile goriintiilenmesinden sonra

fotograflar1 kayit altina alinmistir. Alinan gortintiiler Sekil 4.1, Sekil 4.2 ve Sekil 4.3’da

verilmistir.

Sekil 4. 1 . trnL-F Primerine Ait Gézlemlenen Bant Goriintiisii; (1:Lisaea papyracea, 2:Lisaea
papyracea, 3:Lisaea strigosa, 4:Lisaea strigosa, 5:Lisaea heterocarpa ve 6:Lisaea heterocarpa)
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Sekil 4. 2. trnL-intron Primerine Ait Gozlemlenen Bant Goriintiisii; (1:Lisaea papyracea, 2:Lisaea
papyracea, 3:Lisaea strigosa, 4:Lisaea strigosa, 5:Lisaea heterocarpa ve 6:Lisaea heterocarpa)

Sekil 4. 3. matK Primerine Ait Gozlemlenen Bant Goriintiisii; (1:Lisaea papyracea Konya
Popiilasyonu, 2:Lisaea papyracea, 3:Lisaea strigosa, 4:Lisaea strigosa, 5:Lisaea heterocarpa ve
6:Lisaea heterocarpa)
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4.2. DNA Sekanslari ve Analiz Yontemi

Tiirlerin DNA baz dizilimine ait bilgiler kromatogram dosyalar1 Bioedit 7.2.3 programu ile
acilip her bazin pik durumlar1 gézlemlenmistir. Her bazin sira sayisi ve kromotogramdaki
degeri tek tek incelenerek Bioedit 7.2.3 programinda diziler hizalanip manuel olarak baz
farkliliklar1 diizenlenmistir. Tirlerin sekans dizileri, FASTA formatinda MEGA 6.0
programina yiiklenerek hizalama yapilmistir. Programa ait renkli baz isaretleyici
komutlarini uyguladigimizda hizalanan DNA dizileri arasindaki degisimler daha belirgin

olup baz farkliliklar1 tespit edilmistir. Tek tek islenen sekans dizilerine ek olarak NCBI

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov ) veri tabaninda her bir DNA dizisinin yiizde olarak
dogruluk oranlarit BLAST yapilarak hesaplanmistir. Sonrasinda calisilan bitki tiirlerine ait
familyadaki diger tiirlerin sekans dizileri bu veri tabanindan alip hepsi tekrardan hizalanarak

karsilastirma yapilmistir. Bu karsilagtirmaya ait goriintii Sekil 4.4°de verilmistir.

4k M: Alignment Explorer 5 X
Data Edit Search Alignment Web Sequencer Display Help

(DERE[FRH WY 1 nBRYBX¥ [ REB ar  ABRE
DNASequences  Translated Protein Sequences

Species/Rbbrv Group Name

piye— AR AR A6

Sy — bissEA RSN ARRARA

3. L. papyraces BEsaARABRARERRHEAREERR:

¢ L papyraces BisaagaaEaanER  ERRAERR R

5

o

. L. strigosa

6. L. serigosa SRR AR R R ARG RR R0

Sekil 4. 4. MEGA 6.0 Programinda Hizalama

4.3. Filogenetik Analizlerin Yapilmasi

Molekiiler filogenetik caligmalar tiirlerin ya da organizmalarm genetik dizilimlerinin
analizleri sayesinde bilgi edinmek amaciyla yapilan ¢aligmalardir. Bu analizlerin sonucu
cesitli parametreler ile gozlemlenmektedir. Molekiiler sistematik ve molekiiler filojeni
benzer terimlerdir. Molekiiler sistematik elde edilen molekiiler verilerin taksonomik ve
biyocografik arastirmalarini incelemektedir (Soltis vd., 1992; Soltis vd., 1998; Felsenstein,
2004). Bu galismada da NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov ) veri tabanindan alinan diger

tiirlere ait FASTA dizileri MEGA 6.0 programinda hizalanarak analiz edilmistir. Diger tim
tirlere ait diziler ¢aligmadaki sekans dizileriyle kiyaslanip niikleotid farkliliklarina gore

cesitli parametreleri hesaplanmigtir. Tiirler arasindaki genetik bagi belirleyen filogenetik

23


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/

agaclar yine bu program kullanilarak yapilmistir. Yapilan filogenetik agaclar karakter

temelli metotlardan olan maximum likelihood (ML) yontemi segilerek olusturulustur.

4.3.1. Lisaea Tiirlerine Ait Niikleotid Frekanslar1

Lisaea tiirlerine ait trnL-F, trnL-intron ve matK bolgelerinin baz oranlari Cizelge 4.1,

Cizelge 4.2 ve Cizelge 4.3’deki gibi sonuglanmistir. Bu degerler MEGA 6.0 programinda

yapmis oldugumuz hizalamalar sayesinde hesaplanmaistir.

Cizelge 4. 1. Lisaea Tirlerine Ait trnL-F Bolgelerinin Niikleotid Kompozisyon Degerleri

T(V) C A G Toplam
Lisaea heterocarpa Tunceli 29,1 17,9 32,3 20,8 375
Lisaea heterocarpa Sanliurfa 30,2 18,2 32,6 19 374
Lisaea papyracea Kayseri 29,7 17,8 32,1 20,4 377
Lisaea papyracea Konya 29,7 17,4 33,2 19,6 367
Lisaea strigosa Mus 29,2 17,8 32,6 20,4 377
Lisaea strigosa Siirt 29,6 17,8 32,6 19,9 371
Agv. 29,6 17,8 32,6 20 373,5

Cizelge 4. 2. Lisaea Tiirlerine Ait trnL-intron Bolgelerinin Niikleotid Kompozisyon Degerleri

T(V) C A G Toplam
Lisaea heterocarpa Tunceli 38,8 18,3 27,0 15,9 529
Lisaea heterocarpa Sanliurfa 37,8 19,0 27,3 15,9 447
Lisaea papyracea Kayseri 38,8 18,5 26,8 15,9 523
Lisaea papyracea Konya 39,2 18,2 26,6 15,9 533
Lisaea strigosa Mus 38,5 18,7 27,0 15,8 525
Lisaea strigosa Siirt 38,7 18,5 26,9 15,8 524
Agv. 38,7 18,5 26,9 15,9 513,5
Cizelge 4. 3. Lisaea Tiirlerine Ait matK Bolgelerinin Niikleotid Kompozisyon Degerleri

T(U) C A G Toplam
Lisaea heterocarpa Tunceli 27,3 17,7 35,6 19,4 752
Lisaea heterocarpa Sanlwurfa | 27,3 17,6 35,4 19,6 754
Lisaea papyracea Kayseri 27,2 17,9 35,6 19,4 744
Lisaea papyracea Konya 27,4 17,5 35,6 19,5 755
Lisaea strigosa Mus 27,4 17,7 35,5 19,4 733
Lisaea strigosa Siirt 27,3 17,8 35,4 19,5 735
Agv. 27,3 17,7 35,5 19,5 745
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4.3.2. Lisaea Tiirlerine Ait trnl-F, trnL-intron ve matK Bolgelerinin Genetik Uzakhk

Degerleri

Cizelge 4. 4. trnL-F Bolgesi Analizine Dayali Genetik Uzaklik Matrisleri

B ™M [(aB)| g o"oo ‘ = | 2 cav || nita % || R
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
L. Lisaea heterocarpa- Tunceli B
2. Lisaea heterocarpa- Sanhurfa 0.007
3. Lsaea papyracea-Kayseri 0.003 0.003
4 Lisaea papyracea- Konya 0.003 0.003 0.000
5. Lisaca strigosa- Mug ' 0.003 0.003 0.000 0.000
6./1[:\'(14'(1 y//'[g'(,.\'([. hm[ 0.003 0.003 0.000 0.000 0.000
7. Apium graveolens (MT822132 0.049 0.042 0.046 0.046 0.046 0.046
8.Sanicula europaca (MH377906 0.103 0.095 0.099 0.099 0.099 0.099 0.079
9. Daucus carota [FJ490764 0.045 0.038 0.042 0.042 0.042 0.042 0.042 0.079
10. Carum carvt [JQ041835 0.064 0.057 0.061 0.061 0.061 0.061 0.050 0.095 0.049
11. Pimpinella saxifraga (MH377898)  o0.080 0.080 0.076 0.076 0.076 0.076 0.064 0.119 0.079 0.072
12, |,,/£,~,jy(-,/.\-1-(//v(f/,',/,',,,,, \F432022 0.057 0.049 0.053 0.053 0.053 0.053 0.042 0.098 0.0499 0.064 0.087
13. Angelica sylvestris (\Y379134 0.046 0.038 0.042 0.042 0.042 0.042 0.024 0.075 0.031 0.031 0.046 0.045
Lisaea tiirleri ve familyaya ait NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov )’dan alinan diger

tirlerin genetik uzaklik matrisleri MEGA 6.0 programi ile hesaplanmigtir. Birbirine en
yakin tiirler arasindaki deger 0,000 iken birbirine en uzak tiirlerin degeri 0,119 ile
Pimpinella saxifraga (MH377898) ile Sanicula europaea (MH377906) arasinda

hesaplanmistir. trnL-F primerine ait tim genetik uzaklik degerleri ise Cizelge 4.4’deki

gibidir.

Cizelge 4. 5. trnL-intron Bolgesi Analizine Dayali Genetik Uzaklik Matrisleri

E} ™= \ o‘o 0”00 = = v it ™ °§
1 2 4 5 6 7 8 ) 10 11 12 13
1. Lisaea heterocarpa- Tunceli g
2. Lisaea heterocarpa- Sanhurfa 0.000
3. Lisaea papyracea- Kayseri 0.000 0.000
4. Lisaea papyracea- Konya 0.000 0.000 0.000
s.Lisaea strigosa- Mus 0.000 0.000 0.000 0.000
6. Lisaea strigosa- Siirt 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
7.Sanicula europaea (MH377889 0.046 0.046 0.046 0.096 0.046 0.046
8. Daucus carota (KY697399 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.036
9. Carum carvi (JQ041835 0.022 0.022 0.022 0.022 0.022 0.022 0.046 0.016
10. Pimpinella saxifraga MH377881 0.032 0.032 0.032 0.032 0.032 0.032 0.052 0.022 0.026
11. Anthriscus carefolium (KX667992 0.019 0.019 0.019 0.019 0.019 0.019 0.046 0.016 0.026 0.032
12. Angelica sylvestris (AY 379236 0.026 0.026 0.026 0.026 0.026 0.026 0.046 0.016 0.013 0.026 0.026
13. Apium graveolens (MN167275 0.026 0.026 0.026 0.026 0.026 0.026 0.052 0.022 0.022 0.032 0.032 0.026

Lisaea tiirleri ve familyaya ait NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov)’dan alinan diger

tirlerin genetik uzaklik matrisleri MEGA 6.0 programi ile hesaplanmistir. Birbirine en
yakin tiirler arasindaki deger 0,000 olup en uzak tiirlerin degeri 0,052 ile Apium graveolens
( MN167275) ile Sanicula europaea (MH37788) arasinda hesaplanmistir. trnL-intron

primerine ait tiim genetik uzaklik degerleri ise Cizelge 4.5’deki gibidir.
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Cizelge 4. 6. matK Bolgesi Analizine Dayali Genetik Uzaklik Matrisleri

NN

1. Lisaea heterocarpa- Tunceli

2. Lisaca heterocarpa- Sanhurfa
3.Lisaea papyracea- Kayseri
4.Lisaea papyracea- Konya

5. Lisaea strigosa- Mus

6. Lisaea strigosa- Siirt

7. Apium graveolens MT239316

8. Angelica ylvestris (DQ133783

9. Anthriscus carefolium IN895073
10. Pimpinella saxifraga IN895073
11. Carum caroi (KX344524

12. Daucus carota JN894953

13. Sanicula europaea [IN894982

0.004
0.006
0.004
0.004
0.059
0.053
0.062
0.063
0.067
0.044
0.111

0.004
0.000
0.000
0.061
0.055
0.064
0.064
0.069
0.045
0.113

-
LA

e
4

0.004
0.004
0.062
0.056
0.065
0.066
0.067
0.047
0.111

w2

0.000
0.061
0.055
0.064
0.064
0.069
0.045
0.113

&
3

0.061
0.055
0.064
0.064
0.069
0.045
0.113

0.023
0.052
0.026
0.035
0.056
0.089

0.052
0.029
0.038
0.053
0.092

0.058
0.069
0.056
0.095

10

0.044
0.058
0.095

11

0.061
0.085

12

0.103

13

Lisaea tiirleri ve familyaya ait NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov )’dan alinan diger

tiirlerin genetik uzaklik matrisleri MEGA 6.0 programi ile hesaplanmistir. Birbirine en

yakin tiiler arasindaki deger 0,000 olup en uzak tiirlerin degeri 0,113 olarak hesaplanmistir.

matK primerine ait tiim genetik uzaklik degerleri ise Cizelge 4.6’daki gibidir.

4.3.3. Lisaea Tiirlerine Ait trnL-F, trnL-intron ve matK Bolgelerinin Filogenetik

Analizleri

MEGA 6.0 programi kullanilarak olusturulan agacglarda tilkemiz sinirlari igerisinde bulunan

Lisaea tiirlerine ait toplam 6 farkli lokasyondan alinan &rnekler laboratuvar iglemlerinden

sonra sekanslanmaya hazir diziler haline getirildikten sonra familyaya ait diger bitkilerle

biyoinformatik uygulamalar ile hizalanip aralarindaki genetik yakinliklar farkli parametreler

ile sonuclandirilmigtir. Secilen Apiaceae tiirlerine ait sekans dizileri FASTA formatinda

NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov )’dan alinmigtir. MEGA 6.0 programi kullanilarak

olusturulan parametreler Sekil 4.12, Sekil 4.13 ve Sekil 4.14°de

verilmistir. Karakter

temelli metotlardan olan maxiumum likelihood (ML) agacinda ¢aligmadaki tiirler sirasiyla

3, 4 ve 3 gruba ayrilmustir.
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82

Lisaea papyracea Konya

Lisaea strigosa Mus

Lisaea papyracea Kayseri
Lisaea heterocarpa Tunceli
Lisaea strigosa Siirt

Lisaea heterocarpa Sanhurfa
Anthriscus carefolium AF432022
Daucus carota F1490764

Apium graveolens MT822132

Sanicula europaea MH377906

Pimpinella saxifraga MH377898
Carum carvi Q041835

Angelica sylvestris AY379134

Sekil 4. 5. trnL-F Bolgesi Analizine Dayali Maximum Likelihood Agact

Sekil 4.7’ de trnL-F e ait agag 2 gruba ayrilmistir. ik grupta tiim Lisaea tiirleri %99’luk bir

deger ile monofiletik ¢ikmistir. Ayrica bu grup i¢inde Anthriscus carefolium (AF432022),

Daucus carota (FJ490764), Apium graveolens (MT822132) ve Sanicula europaea
(MH377906) bulunmaktadir. Ancak bu tiirler polifonik cikmistir. Ikinci grupta da
Pimpinella saxifraga (MH377898), Carum carvi (JG041835) ve Angelica sylvestris

(AY379134) yer almaktadir. Bu grup %63’liik bir bootstrap degeri almistir.

79

Lisaea strigosa Mus

Lisaea strigosa Siirt

Lisaea papyracea Konya

Lisaea papyracea Kayseri

Lisaea heterocarpa Tunceli

Lisaea heterocarpa Sanlhurfa

Daucus carota KY 697399

Apium graveolens MN167275

Pimpinella saxifraga MH377881

Carum carvi JQ041835

Angelica sylvestris AY379236

Sanicula europaea MH377889

Sekil 4. 6. trnL-intron Bolgesi Analizine Dayali Maximum Likelihood Agaci

Anthriscus carefolium KX667992

Sekil 4.8’de trnL-intron bolgesine ait filogenetik agacina baktigimizda toplamda 4 grup

dallanma gdzlemlenmektedir. Ilk grup icinde, Lisaea strigosa (Mus), Lisaea strigosa (Siirt),

Lisaea papyracea (Konya), Lisaea papyracea (Kayseri), Lisaea heterocarpa (Tunceli),

Lisaea heterocarpa (Sanliurfa) ve Anthriscus carefolium (KX667992) yer almaktadir. Bu
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grup %79’luk bootstrap degeri ile desteklenmistir. kinci grupta ise sadece Daucus carota
(KY697399) yer almaktadir. Ugiincii grupta Apium graveolens (MN167275), Pimpinella
saxifraga (MH377881), Carum carvi (JQ041835) ve Angelica sylvestris (AY397236) yer
almakta ve bu grup %58’lik bootstrap degeri ile desteklenmistir. Son olarak dordiincii

grupta sadece Sanicula europaea (MH377889) bulunmaktadir.

Lisaea heterocarpa Tunceli

85 r——— [ isaea papyracea Kayseri

Lisaea strigosa Mus

51

Lisaea strigosa Siirt
100

Lisaea heterocarpa Sanhiurfa

97

Lisaea papyracea Konya

Daucus carota IN894953

76

Anthriscus carefolium JN895073

Angelica sylvestris DQ133783
Pimpinella saxifraga IN894986

79 frm Apium graveolens MT239316
Carum carvi KX344524
Sanicula europaea IN894982

Sekil 4. 7. matK Bolgesi Analizine Dayali Maximum Likelihood Agact

Sekil 4.9’de matK bolgesine ait filogenetik agaci incelediginde ise toplam 3 gruba ayrildigi
gozlemlenmektedir. Ik grupta Lisaea heterocarpa (Tunceli), Lisaea papyracea (Kayseri),
Lisaea strigosa (Mus), Lisaea strigosa (Siirt), Lisaea heterocaroa (Sanlurfa), Lisaea
papyracea (Konya), Daucus carota (JN894953) ve Anthriscus carefolium (JN895073) yer
almaktadir. Bu grup %76’lik bootstrap degeri ile desteklenmistir. Ikinci grupta Angelica
sylvestris (DQ133783), Pimpinella saxifraga (JN894986), Apium graveolens (MT239316)
ve Carum carvi (KX344524) bulunmaktadir. Bu grup %79’luk bootstrap degeri ile
desteklenmistir. Son grupta tek basina Sanicula europaea (JN894982) yer almistir.

Caligilan tiirler Maximum likelihood (ML) topolojisi ile olusturulan trnL-F, trnL-intron ve
matK filogenetik agaglari incelendiginde trnL-F sonuglarinda Lisaea tiirleri bir grup i¢inde
olusturmus, Anthriscus carefolium, Daucus carota, Apium graveolens ve Sanicula europaea
tiirleri politomik ¢ikmustir. trnL-intron agacinda Anthriscus carefolium tiirii ile birlikte, son
olarak matK agacinda Anthriscus carefolium ve Daucus carota bir arada ¢ikmistir. NCBI

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov )’dan alinan bazi tiirlerin ve Lisaea tiirleri ile olusturulan bu

filogenetik agaglarda Lisaea tiirlerinin monofiletik oldugu ve daha once yapilan

caligmalarda da Daucus carota ile ayn1 grupta yer aldig1r bu ¢alismada da gozlemlenmistir.
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5. TARTISMA ve SONUC

Bu tez calismasinda Lisaea tiirlerinin kloroplast trnL-F, trnL intron ve matK sekans
analizlerine dayali filogenetik analizi gergeklestirilmistir. Her bir markir ile yapilan PZR
islemi sonucu elektroforez yontemi ile goriintiilenmistir. Elde edilen bantlar sayesinde
primelerimizin ilgili gen bolgelerine baglandigini tespit ederek DNA Orneklerimizi
sekanslanmis ve biyoinformatik analizlere tabii tutulmustur. Ilk olarak niikleotid baz
kompozisyonlari incelendiginde tiim markir tiplerinde Adenin, Guanin, Timin ve Sitozin
bazlarinin ortalama orani birbirine yakin oldugu gozlemlenmistir. Bu calismanin ana
materyali olan Lisaea tiirlerine ait gegmiste yapilan bazi ¢alismalar bulunmaktadir. Lee ve
Downie (1999), Apiaceae familyasinin tiirlerinin morfolojik ozelliklerinin  yogun
gozlemlemesinden dolayr saglikli bir siniflandirma olmamasina karsin nrDNA ITS dizi
verilerine dayali ¢caligmay1 yapmislardir. Lisaea tiirlerinin de i¢inde bulundugu bu ¢alismada
toplam 21 cins ve 68 tiir bulunmaktadir. Incelenen filogenetik agaglarda Lisaea tiirleri
Torilis grubunda yer almakta ve bu grupta Daucus ve Turgenia tiirleri de bulunmaktadir.
Bizim trnL-F ve matK sonuglarimiz ITS sonuglarina benzer ¢ikmustir. Ancak trnL intron
sonuglarimizda Daucus carota ayri1 bir klad olarak tespit edilmistir. Downie, (2000),
Apiaceae familyasinin daha alt tiirlerinde dogru bir siniflandirma yapabilmek i¢in cpDNA
rpl16 ve rpoCl bolgelerine dayali sistematik ¢alisma yapmistir. Apiaceae familyasinin
Apioideae igindeki daha ileri seviyeli ilgkiler tartismali oldugundan kabul edilebilir modern
bir siiflandirma mevcut degildir. Bu ¢alismada da kloroplast ribozomlar geni olan rpl16
bolgesinin karsilastirmali dizilimi sayesinde Apioideae alt familyasinin 119 tiri ile
Apiaceae alt familyasinin 28 tiirii arasindaki evrimsel iliskiler incelenmistir. Elde edilen
sonuglardan maksimum likelihood ve neighbor joining filogenetik agaglar incelendiginde
ise onceden yapilmis ITS galigmalar ile tutarli sonuglar gézlemlenmistir. Lisaea tiirii ise bu
caligmada yine Torilis, Daucus ve Turgenia tiirleri ile ayn1 grupta yer almistir. Carmen vd.,
(2002), Cin-Himalaya florasinda Apioideae’nin 13 tiirii ile yapmis oldugu 18S-26S (ITS1-
ITS2) nrDNA’sia dayali yaptigi molekiiler sistematik caligmada elde edilen Neighbor
joining, Maksimum parsimoni ve Bayes analizi agaglar1 topolojik olarak uyumlu ¢ikmustir.
Olusturulan agaglarda Lisaea heterocarpa tiirii diger ¢alismalarda oldugu gibi Turgenia

latifolia tiirti ile %100 bootsrap degeri ile desteklenmistir.
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Bu calismada ise Tiirkiye sinirlart igerisinde yer alan Lisaea cinsinin tiirlerine ait yapilmis

olan toplam 3 tiire ait 6 farkli 6rnek ile molekiiler boyutta siniflandirilmasi yapilmustir.

trnL-F, trnL-intron ve matK primerlerine dayali sonuglar ile Lisaea cinsleri ve Apiaceae
familyasindaki bazi tiirler arasindaki genetik uzaklik ve filogenetik iliskiler belirlenmis ve
cesitli parametreler ile sonuclar desteklenmistir. Daha oOnce yapilan taksonomik
siniflandirmalarda g¢alisma materyalinin fizyolojik ve morfolojik 6zellikleri belirleyici
kriterken biyoteknolojik yontemlerin gelismesi ile bu kriterler yetersiz kalabilmektedir.
Sadece fiziksel ozellikler ile siiflandirma yapilirken gézlem teknigi uygulanmakta ve bu
net olmayan taksonomik siniflandirmalara sebep olabilmektedir. Bu sorun dahilinde cins tiir
ayrimi yapilabilmesi i¢in organizmanin morfolojisinden ileriye, biyolojisine inmek
taksonomik ayrim igin en iyi aragtir. Bu ¢alismanin materyali olan Lisaea cinsinin ise
toplamda {i¢ tiirli bulunmaktadir. Lisaea tiirlerine dair daha 6nce morfolojik ve fizyolojik
caligmalar bulunmaktadir. Bu c¢alismalar bitki organ 6l¢iileri, rengi ve yasam siireleri baz
alinarak yapilmistir. Bu sebeplerden dolay1 Lisaea cinslerine ait taksonlarin belirlenmesi ve
tirler arasindaki iliskilerin daha giivenilir bir sekilde smiflandirilmasi icin biz
arastirmacilar1 yonlendirmistir. Ancak molekiiler boyutta sadece Lisaea tiirlerine ait
taksonomik c¢alisma bulunmamaktadir. Tiirkiye igerisinde Lisaea cinsleri ile ilgili daha dnce
molekiiler ¢aligmalarin bulunmadigi ve Lisaea cinsleri ile ilgili yapilan diger ¢aligmalarin da
sayisinin az olmasi bu arastirmayir yapmamizin asil sebeplerindendir. Yapilan bu ¢alisma
sayesinde Tiirkiye’de yayilis gosteren Lisaea cinslerine ait trnL-F, trnL-intron ve matK gen
bolgelerinin molekiiler sistematik analizleri ile filogenetik iligkileri belirlenmistir. Analizler
yapilirken olusturulan karakter temellik algoritma olan maximum likelihood agag¢ topolojisi
kullanilarak filogenetik iligkileri incelenmis, onceki calismalardaki veriler ile kiyaslanmistir.
Bu bilgiler dogrultusunda elde etmis oldugumuz verilerin giivenilir sonuglar verdigi
dogrulanmistir. Yapilan bu ¢alisma sayesinde Apiaceae familyas: gibi biiyiik bir ailenin
flora icinde smiflandirilmasina yon olmus, hala devam eden smiflandirma calismalarina,
Tiirkiye florasina ve farmakolojik 6neme sahip olan bu bitkilerin arastirilmasina, tiirler arasi
morfolojik, anatomik, palinolojik, karyolojik vb. caligmalara klavuzluk ederek katki

olacaktir.
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