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OZET

Bu calismada, Eskisehir ve ¢evresinde farkli lokalitelerden toplanan c¢icekli ve c¢iceksiz Mentha
aquatica L., Mentha longifolia (L.) L., Mentha longifolia (L.) HUDSON subsp. typhoides (BRIQ.)
HARLEY, Mentha spicata L. ve Mentha pulegium L. Taksonlar1 toplanmistir. Tiir sinirlandirma
caligmalari, ITS veri setine dayali tiir sinirlandirma ¢alismalarinda kullanilan Tek Esikli ve Cok Esikli
GMYC (Generalized Mixed Yule Coalescent) metoduna gore ¢alismaya konu olan Mentha cinsi
iiyeleri tespit edilmistir. Kloroplast DNA’sina ait rbcL ve matK bolgelerinin veri setine dayali Tek
Esikli ve Cok Esikli GMYC (Generalized Mixed Yule Coalescent) metoduna gore ¢alisilan Mentha
taksonlar1 belirlenmistir. ITS veri setiyle genetik cesitlilik ¢aligmalar1 neticesinde en yliksek ve en
diisitk haplotip c¢esitliligi ortaya konmustur. Popiilasyon gruplar1 arasinda notralite testleri ile
Tajima’nin D ve Fu'nun FS degerlerine gore anlamli bir popiilasyon grubuna rastlanmamaistir. Bu
poplilasyon gruplarinin nétraliteden uzaklagsmadigint géstermektedir. 807 baz cifti uzunlugunda ki
matK veri setine dayali genetik c¢esitlilik caligmalar1 sonucunda en fazla haplotit cesitliligi gosteren
tiir saptanmistir. 555 baz ¢ifti uzunlugunda ki rbcL veri setiyle genetik ¢esitlilik ¢aligmalarinda en
fazla haplotit cesitliligi belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: mentha, morfoloji, DNA, ITS, Eskisehir

ABSTRACT

In this study, flowering and non-flowering Mentha aquatica L., Mentha longifolia (L.) L., Mentha
longifolia (L.) HUDSON subsp. #yphoides (BRIQ.) HARLEY, Mentha spicata L. and Mentha
pulegium L. taxa were collected. Species limitation studies were determined according to the Single
Threshold and Multi Threshold GMYC (Generalized Mixed Yule Coalescent) method used in species
limitation studies based on the ITS dataset. Based on the data set of the rbcL. and matK regions of
chloroplast DNA, the Mentha taxa studied according to the Single Threshold and Multi Threshold
GMYC (Generalized Mixed Yule Coalescent) method were determined. As a result of genetic
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diversity studies with ITS dataset, the highest and lowest haplotype diversity was revealed. No
significant population group was found among the population groups according to the neutrality tests
and the FS values of Tajima's D and Fu. This shows that population groups do not move away from
neutrality. As a result of genetic diversity studies based on the matK dataset, which is 807 base pairs
long, the species with the highest haplotite diversity was determined. The highest haplotite diversity
was determined in genetic diversity studies with the 555 base pair long rbcL data set.

Keywords: mentha, morphology, DNA, ITS, Eskisehir.

1. GIRIS

Ulkemiz 1liman kusak icerisinde bulunmasindan dolay1 bitki ¢esitliligi acisindan ¢evresinde yer alan
bir¢ok iilkeden farkli dzellikleri bulunmaktadir. Ulkemiz farkli cografi ve iklim yapisina sahip olmasi,
iic gen merkezinin kesisim noktasinda bulunmasindan dolay1 bitki tiirii ¢esitliligi bakimindan
diinyada 6nemli bir konuma sahiptir (Arif, I., ve Giirbiiz, B., 2010). Tiirkiye’de dogal olarak yetisen
12.000°den fazla bitki taksonu (tiir, alttiir ve varyete diizeyinde) olup, bunlarin yaklasik 3600 (3/1°1ik
orani) endemik taksonlardan olusmaktadir (Giiner vd., 2012). Komsu iilkeler ile kiyaslandiginda tiir
zenginligi ve endemik tiirler bakimindan Tiirkiye ilk sirada gelmektedir. Tirkiye’nin bu 6zelligi,
cografi faktorlerin ¢esitliliginden kaynaklanmaktadir.

Diinyadaki tibbi ve aromatik bitkiler, eski ¢aglardan beri kullanilmaktadir. Yeryiiziinde bulunan bitki
tiirli say1sinin ortalama 350-400 bin arasindadir ve bu sayiya 2000 tiir ilave olmaktadir (Ersoz, 2012;
Byng ve Christenhusz, 2018). Ulkemiz florasinda dogal olarak bulunan 10000’ askin bitki tiiriinden
500 tanesi tibbi amagcli etkin madde icermektedir (Ozel, 1999; Kendir ve Giiveng, 2010). Ticareti
yapilan bitki tiirleri bakimindan Lamiaceae familyast ilk sirayr almaktadir (Arslan ve ark. 2015).
Lamiaceae familyas1 Diinyada 7000'den fazla taksonu i¢eren familyadir. (Harley, 2003; Kahraman
vd., 2009; Bazarragchaa vd., 2012). Familyaya ait tiirler, diinyada Akdeniz iklimi gdsteren bolgelerde
yayilis gostermektedir (Temel, 2000). Tiirkiye florasi, Lamiaceae familyasi i¢in onemli bir yer
olusturmakta ve bu familyaya ait Tiirkiye'de 45 cins, 846 tiir icerisinde 240 endemik tiirii bulunmakta
ve toplam 731 takson ile temsil edilmektedir. Ulkemizde %44,2’lik endemizm orani ile en zengin
ticlincii familya konumundadir (Davis, 1982; Giiner vd., 2000, Davis, P.H., Hedge, 1. C., 1975; Vural,
M. ve Adigiizel, N., 1996). Ulkemizdeki endemizm oran1 % 44,2 olan bu familya, Tiirkiye nin en
zengin U¢lincl familyasidir (Aytag, Z. ve Yildiz, G., 1996).

Mentha cinsi, ¢ok yillik nemli yerlerde yetisir ve siiriiniicii rizomlu, dik ya da yatik gelisen bitkilerdir.
Yapraklar1 basit, ¢igekler hermafrodit (erdisi) veya disi ¢icekler ayn1 (monoik) veya ayri (dioik)
bitkilerde bulunur. Yaprakciklar oldukca kii¢iilmiis, Tag¢ yapraklar, aktinomorf (yildizs1) veya hafif
bilabiat (iki dudakli), tiipsii veya ¢an seklindedir. Canak yapraklar, bilabiat, 4 loblu, {ist lob genis
genelde daha belirgin. Erkek organlar, 4 adet esit boyda, genelde ta¢ yapraktan disari ¢ikar (Davis,
1982).

Mentha cinsinin 7 tliriine (M. spicata L., M. arvensis L., M. pulegium L., M. aquatica L., M. longifolia
L., M. suaveolens Ehrh., M. piperita L.) ait 14 takson dogal olarak Tiirkiye’de yetismektedir (Davis,
1982), Sekil 1’de baz1 Mentha cinsine ait taksonlarin Tiirkiye tizerindeki dagilimi (Aktas, K., 2001;
Telci, 1., 2001) gosterilmistir. Mentha cinsinin sistematigi melezlenme oraninin yiiksek olmasindan
dolay1 tamamlanamamistir (Franz and et.al., 1983). Mentha cinsinin ugucu yaginin % 80-85’1
mentolden olusmaktadir (Abad Farooqi, A. H., & Sharma, S., 1988, Baytop, T., 1999). Polimorfik
bir yapiya sahip olmasindan dolayr melezlesmeye yatkin bir taksondur (Franz, et all., 1983).
Melezlesme yatkinligina bir 6rnek olarak M. longifolia ve M. rotundifolia’ nin melezi olan M. spicata
melezi verilebilir (Davis, 1982)
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Sekil 1. Mentha pulegium L. Habitat Cigek Goriintiisii | Sekil 2. Mentha aquatica L. Habitat Genel Goriintiisii

Sekil 3. Mentha lIongifolia (L.) L. Habitat Cicek | Sekil 4. Mentha spicata L. Habitat Cigek Goriintiisii

Goriintiisii

2. MATERYAL ve METOT

Bu retrospektif ¢aligma kafa travmalari isimli tez konusundan elde edilmistir (Balevi, 1992). Cerrahi
olarak tedavi edilen 161 kafatasi basit CK vakalari ¢alismaya dahil edildi.

Tiim hastalar detayli olarak muayene edildi. Pupillerin boyutu ve 1s18a olan cevabi kontrol edildi.
Hastalarin koma durumlar1 Glaskow koma skalas1 (GKS) ile degerlendirildi.

GKS da g6z agma, sézel ve motor cevaplar {i¢ ayri bolimde puanlandirilir. Hastanin 3 ayr
muayenede aldig1 puan 3-15 arasinda degisir:1) 15 puan: suur agik, 2) 13-14 puan: konfiize, 3) 8-13
puan: stupor, 4) 3-8 puan: perikoma,5) 3 puan: koma olarak kabul edilir.

Tiim hastalara ilk muayenede iki yonlii kafatasi grafisi ve bilgisayarli beyin tomografisi (BBT) tetkiki
yapild1. Servikal, torakal ve lomber omurga grafileri ve akciger grafileri ¢ekildi. Se¢ilmis vakalarda,
uzun kemikler, pelvis ve kalgalarin ilgili rontgen grafileri ¢ekildi. Gerektiginde batin ve toraks
ultrasonografisi yapildi.

Tiim hastalara hemoglobin, tam kan sayimi, serum elektrolitleri, karaciger fonksiyon testi, renal
fonksiyon testi, kan sekeri, kan gruplamasi ve cross match gibi rutin biyokimyasal tetkikler ve
arteriyel kan gazlar tetkikleri yapildu.

www.euroasiajournal.org 206 Volume (10), Issue (28), Year (2023)



International Indexed and Refereed
ISSN 2667-6702

~ . d . ~ . . T . . >
Euroasia Journal of Mathematics, Engineering, Natural & Medical Sciences % ?

Glaskow sonug dlgegi (GSO) kullamlarak (Jennett,1975) (Tablol). 18 ay sonra hastalarmn klinik
durumu degerlendirildi Ameliyat sonrasinda bir sorun olmadigi vakalar iyi sonu¢ olarak
degerlendirildi.

3. BULGULAR ve TARTISMA
3.1. Bitki Orneklerinin Toplanmasi

Bu ¢aligmada; Eskisehir ili ve ¢evresi olarak sinirlamis olup, bu bitki 6rnekleri farkli lokalitelerden
ciceksiz ve ¢icekli donemlerde toplanmustir. Ornekler aymi tiiriin farkli lokalitelerinden toplanarak
silika jel icerisinde kurutulan/muhafaza edilmistir. Mentha L. Orneklerinin morfolojik bulgulari
Tiirkiye florasinda (Davis, P.H., 1975) verilen bilgilere gore yapilmistir. Toplanan o6rneklerin
habitatlarindaki fotograflar1 ¢ekilmis ve herbaryum 6rnegi haline getirilmistir. Molekiiler analizler
icin yapilmasi planlanan ¢aligmalar pandemi donemine denk gelmesi sebebiyle malzeme alimlarinda
gecikmeler yasanmistir. Bu sebeple molekiiler analizlerin gergeklesebilmesi igin ek siire alinmistir.

Her bir lokaliteden 5 er 6rnek toplanmistir. 3 6rnek herbaryum materyali, 1 6rnek aragtirma materyali
ve 1 Oornekte molekiiler analiz i¢in alinmistir. Molekiiler analizlerde birbirine yakin lokalitelerden
yalnizca biri kullanilmistir.

Gergeklestirilemeyen analizler i¢in 6rneklerin muhafazasinda;
Ornekler araziden toplanarak silika jel igerisinde muhafaza edilerek dnlemler almmustir.
DNA cikarilacak 6rnek muhafazasinda;

DNA c¢ikarilacak oOrnekler silika jel icerisinde muhafaza edilmistir. Morfolojik inceleme yapilacak
ornekler ise karton presler i¢ersindeki kurutma kagit1 arasina konularak araziden toplanan 6rneklerin
icerisindeki neminin alinip kiiflenmeden oda sicaklifinda muhafaza edilmistir.

Bitki 6rnekleri farkli lokalitelerden toplanip teshisleri yapildiktan sonra ESOGU saklanmustir.
3.2. Morfolojik inceleme Metotlar

Mentha L. 6rneklerinin dis morfolojik analizleri Tiirkiye florasinda (Davis, P.H., 1975) verilen betim
dikkate alinarak yapilmistir.

Inceleme materyali olan Mentha L., Mayis ve Agustos (2019) aylar1 arasinda, B3 Eskisehir ve
cevresinden yol kenari, dere i¢i ve sulama kanallar1 etrafindan toplanmis ve numaralandirilarak not
edilmistir. Olciimler ve gozlemler arazi ¢ikislari ile habitatinda izlenerek saptanmustir. Ayrica
toplanan ornekler herbaryum 6rnegi haline getirilmis ve habitatlarindaki fotograflar1 da ¢ekilmistir.

3.3.Molekiiler Analizler
3.3.1.DNA izolasyonu, Cogaltilmasi ve Sekanslanmasi

Araziden toplanarak silika jel igerisinde kurutulan/muhafaza edilen 6rneklerden DNA, izolasyon kiti
elde edilmistir. Elde edilen DNA miktar1 ve kalitesi %1'lik agaroz jel elektroforezi sonucunda jelin
UV altinda gériintiilenmesiyle ortaya ¢ikarilmistir. izole edilen DNA'lardan ayiric1 olabilecek gen
bolgeleri PCR kiti ile ¢ogaltilmistir. Bu amagla kullanilacak ileri ve geri pirimerler asagidaki gibidir.

DNA bélgesi Primer Referans

ITS1 5' TCCGTAGGTGAACCTGCGG 3' White vd., 1990

ITS4 5' TCCTCCGCTTATTGATATGC 3' White vd., 1990

matK-390F 5' CGATCTATTCATTCAATATTTC3' Wattoo vd., 2016
matK-1326R 5' TCTAGCACACGAAAGTCGAAGT 3' Wattoo vd., 2016
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rbcL-BF 5' ATGTCACCACAAACAGAAAC 3' Wattoo vd., 2016
rbcL-724R 5' TCGCATGTACCTGCAGTAGC3' Wattoo vd., 2016

3.4. Tiir Simirlandirma Cahsmalari

Molekiiler veri setinde dizilerinin dogrudan karsilastirmasi yapilarak dogru bir sekilde tanimlanma
orani Olgiimlerinde TAXONDNA (Meier et al., 2006) yaziliminda bulunan Species Identifier
programi kullanilmigtir. Tiir smnirlarimi ¢izebilmek ve gen bolgelerine ait veri setinin kag tiirii
yansittigini belirlemek icin Istatistiksel Pasimoni Network (Clement et al., 2000) ve agaca dayali
metotlardan Genel Karma Yule Koalesent Modeli (Generalized Mixed Yule Coalescent, GMYC)
(Fujisawa et. al., 2013) kullanilmistir. Istatistiksel parsimoni network (TCS) yaklagimi igin haplotip
networkleri, TCS1.21 (Clement et al., 2000) programinda %90-99 cut-off araliginda olusturulmustur.
GMYC modeli (Fujisawa et. al., 2013) i¢in NJ agact MEGAG6 (Tamura et al., 2013) programinda K2P
modeli altinda 1000 bootstrap replikasi ile insa edilmistir. Bayesian ¢ikarsamali gen agaglar ise
BEAST v1.8.2 (Drummond et al., 2012) program paketi (BEAST, BEAuti, Tracer, TreeAnnotator)
ile gerceklestirilmistir. Bayesian tabanli analizlerde kullanilacak olan niikleotid siibstitlisyon modeli
AIC (Akaike infomarion criterion) ve BIC (Bayesiyan Information Criterion) kullanilarak
jModelTest 0.1.1. (Posada, 2008) ve PartitionFinder (Lanfear et al., 2013) programlarinda belirlenmis
ve elde edilen Bayesian agaci R istatistik programi ile yazilmig SPLITS (Lanfear et al., 2012) paketi
kullanilarak tiir sinirlart GMYC modeli (Fujisawa et al., 2013) altinda tek ve c¢ok esikli metot
(Drummond, 2012; Ezard et al., 2009) kullanilarak belirlenmistir. GMYC modeli altinda belirlenen
taksonlarin gegerliligini test etmek icin Geneious 6.0.6 (Kearse et al, 2012) programinda bulunan tiir
sinirlandirma eki (Species Delimitation Plugin, SDP) Masters, 2011) olan P (Randomly Distinct)
(Rosenberg, 2007) ve Rosenberg'in PAB degerleri (Rodrigo et al., 2008) ile tiir sinirlar1 belirlenmistir.
Ayrica yine i¢in Geneious 6.0.6 (Kearse et al, 2012) programinda bulunan Soy Tekeli (Genealogical
Sorting Index, GSI) ile de GSI degerleri belirlenmistir.

Insa edilen tiim gen agaglar1 FigTree v1.4.2 (Rambaut, 2014) programi kullanilarak diizenlenmis ve
Bootstrap ve posterior olasilik degerleri elde edilen agaglar iizerinde belirtilmistir.

3.5. Genetik Cesitlilik ve Popiilasyon Genetigi

Tiirlere ait taksonlarin ve bu taksonlarin farkli popiilasyonlarinin genetik ¢esitlilik hesaplamalari
DnaSP (Librado ve Rozas, 2009) programi yardimiyla gerceklestirilmistir. Taksonlarin popiilasyon
gruplarina ait Niikleotid ¢esitliligi, degisken bolge sayisi (DB), 6zgiin haplotip sayist (HS), haplotip
cesitliligi (HC) ayr1 ayr1 hesaplanmistir. Taksonlarin nétraliteden uzaklasip uzaklagmadigi yine
DnaSP (Librado ve Rozas, 2009) programi yardimiyla gergeklestirilmistir. Bu ¢alisma kapsaminda
molekiiler veri setleri ayr1 ayr1 degerlendirilmis ve Tajima'nin D (1989) ve Fu'nun Fs degerleri (1997)
kullanilarak nétralite testi gergeklestirilmistir.

Popiilasyon gruplar1 arasinda ikili genetic farklilagsma degerlerini belirleyen Fst parametresi DnaSP
(Librado ve Rozas, 2009) programi kullanilarak hesaplanmistir. Hesaplanan Fst parametresinin
istatistiksel anlamlilig1 1000'li permutasyon testi ile stnanmustir.

4. SONUCLAR
Eskisehir ve ¢evresinde Mentha 6rnegi toplanan lokaliteler asagida listelenmistir.

+ Camili Yayla Yolu 15. Km Boziiyiik/Bilecik, N 39° 50’ 118.5” E 29° 50* 16.6”, 1293 m.,
12.09.2021

+ Incik kdyii Merkez/Kiitahya, N 39° 32> 32.7” E 30° 15> 17.17, 979 m., 08/10/2021.
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+ Sogiit koyli Merkez/Kiitahya, N 39° 26* 59.2” E 30° 10° 9.4, 1058 m., 08/10/2021.
* Bayat goleti kenar1, Bayat/Afyon, N 38° 58° 25.3” E 30° 54’ 16.8”, 1105 m., 08/10/2021.

* Porsuk c¢ay1 kenari, Kizilinler, Merkez/Eskisehir, N 39° 41° 57.0” E 30° 22” 55.9”, 885 m.,
07/07/2020.

» Porsuk c¢ay1 kenari, Cumhuriyet Koyti, Merkez/Eskisehir, N 39° 49’ 37.1” E 30° 37° 46.6”,
880 m., 09/07/2020.

* Pessinus Mah., agik alan, Sivrihisar/Eskisehir, N 39° 19’ 53.8” E 31° 34’ 57.8”, 850 m.,
25/07/2020.

» Kor Hasan Mah., su kenari, Cifteler/Eskisehir, N 39° 23* 23,3” E 31° 11’ 53.1”, 900 m.,
04/09/2021.

» Balikdami su kenari, Ahiler kdyti, Sivrihisar/Eskisehir, N 39° 10° 34.9” E 31° 37’ 7.9”, 822
m., 04/09/2021.

» Balikdami su gozii, Sivrihisar/Eskisehir, N 39° 10 20.8” E31° 36’ 46.3”, 800 m., 04/09/2021.

 Sari1 su deresi, indnil yolu, Oklubali girisi, koprii yant, Inénii/Eskisehir, N 39° 49° 34.7” E 30°
16> 51.8”, 816 m., 05/09/2021.

+ Pmarbasi tesisleri, su kenari, Indnii/Eskisehir, N 39° 48’ 48.7” E 30° 7’ 6.6”, 840 m.,
05/09/2021.

* Porsuk ¢ayi1, Kizilinler-Ulugayir arasi, su kenar1, Merkez/Eskisehir, N 39° 39° 7.3” E 30° 23’
17.107, 827 m., 05/09/2021.

» Kuzilinler girisi, Porsukcay1 su kenari, Merkez/Eskisehir, N 39° 42° 54.3” E 30° 25° 17.4”,
818 m., 05/09/2021.

* Demirli Mah. Girisi, su kenari, Odunpazari/Eskisehir, N 39° 34° 13.3” E 30° 19’ 11.2”, 971
m., 05/09/2021.

» Saricakaya yolu, Soforler cesmesi Mevkii, su kenari, N 39° 56° 56” E 30° 40’ 20.4”, 1156 m.,
09/09/2021.

» Saricakaya-Nallihan yolu, Diizkdy sapagi, Sakarya nehri kenari, Saricakaya/Eskisehir,
N 40° 5’ 24.1” E 30° 50’ 42.7”, 240 m., 09/09/2021.

* Mihaliggik — Nallihan Yolu, Sartyar Kopriisii, Sakarya nehri kenari, N 40° 3* 28.3” E 31° 24°
197, 385 m., 09/09/2021.

» @iirleyik Selalesi, su kenari, Mihaliggik/Eskisehir, N 39° 59’ 17.6” E 31° 22° 2.2, 714 m.,
09/09/2021.

* Sorkun Mah., Su kenari, Mihaliggik/Eskisehir, N 39° 55” 38.2” E 31° 24’ 1.2, 1224 m.,
09/09/2021.

* Alpu-Mihaliggik Yolu, Kay1 Mah. 2 km, su kenar1, Mihali¢gik/Eskisehir, N 39° 50° 46.2” E
31° 24’ 11.36”, 1065 m., 09/09/2021.

* Alpu-Mihaliggik Yolu, Asagi Dudas Mah., Doganoglu arasi, Beylikova/Eskisehir, N 39° 49’
20.8” E31°13°7.17, 882 m., 09/09/2021.

» Eskisehir-Bursa Yolu, Degirmen deresi, su kenari, Boziiylik/Bilecik, N 39° 54° 51 E 29° 59’
43”725 m., 12/09/2021.
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* (Cam Yayla Mah.- Aksuteke Mah. Arasi, Yol kenari, Boziiyiik/Bilecik, N 39° 55° 21.4” E
29° 557 27.2”, 1283 m., 12/09/2021.

* (Cam Yayla Mah.- Aksuteke Mah. Arasi, Orman i¢i, Boziiylik/Bilecik, N 39° 55 56.9” E 29°
51°18.9”, 1189 m., 12/09/2021.

» Saridayr Mah. Girisi, Boziiylik/Eskisehir, N 39° 56° 7.1 E 29° 49’ 16.5”, 1054 m.,
12/09/2021.

* Ormangiizle Mabh. yolu, Boziiyiik/Eskisehir, N 39° 52 49.8” E 29° 54’ 36.2”, 950 m.,
12/09/2021.

* FErikli Mah. — Atatlirk Koskii arasi, Orman i¢i, Boziiyiik/Eskisehir, N 39° 51° 22.1” E 29° 49’
47.6”, 1337 m., 12/09/2021.

4.1. Tiir Simirlandirma Cahsmalar:

PZR reaksiyonu sonrasi ¢ekirdek DNA’sinin ITS1, ITS2 ve 5.8s rRNA (ITS) bolgeleri ve kloroplast
DNA’sina ait ribulose-bisphosphate carboxylase (rbcL) ve Maturase K (matK) bolgeleri sekanslama
islemine tabi tutulmustur. Proje kapsaminda incelenen Mentha cinsi tiyelerinin sekanslanma sonrast
elde edilen .abi formatindaki sekanslarin hizalama islemi Codon Code Aligner (CodonCode
Corporation) programi ile gerceklestirilmistir. Ikili hizalama islemi tamamlanan sekanslar daha sonra
MEGA v.6 (Molecular Evolutionary Genetics Analysis) programi kullanilarak c¢oklu hizalama
islemine tabi tutulmustur. Hizalama islemi sonucu ITS bolgesinin 742 bp. (681 bp. korunmus; 61 bp.
istatistiksel olarak anlamli) uzunlugunda oldugu tespit edilmistir. Kloroplast DNA’sina ait rbcL
bolgesinin 555 bp. (550 bp. korunmus; 5 bp.’ si istatistiksel olarak anlamli) ve matK bolgesinin ise
807 bp. (797 bp. korunmus; 10 bp.’ si istatistiksel olarak anlamli) uzunlugunda oldugu tespit
edilmisgtir.

Tiir sinirlandirma c¢aligmalart gergeklestirilmeden Once ultrametrik filogenetik agac BEAGLE
kiitiiphanesi (Ayres vd. 2012) kullanilarak BEAST 1.10 (Bayesian evolutionary analysis sampling
trees, Suchard vd. 2018) programi kullanilarak belirlenmistir. Belirtilen analize baglamadan 6nce her
iki DNA bolgesi (ITS ve #nL-F) i¢in uygun mutasyon modelinin belirlenmesi i¢in Mega 5 (Tamura
vd., 2011) programi kullanilmistir. Uygun mutasyon modeli belirlemek i¢cin Akaike Information
Criterion (AIC) kullanildi ve her iki veri seti i¢in mutasyon modeli olarak GTR + G seg¢ilmistir.
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Sekil 5. Calisilan Mentha tiyelerinin filogentik iligkisini gosteren, ITS; rbcL ve matK veri setlerine dayali ultrametrik
filogenetik agac. Tek, Cok Esikli GMYC ve TCS metotlarina dayali tiir sinirlandirma ¢alismalari sonucu elde edilen ayni
taksonomik birimler ayni renkli; farkli taksonomik birimler ise farkli renkli olacak sekilde agag iizerinde belirtilmistir.
Nodlardaki sayisal degerler 50 ve iizeri bootstrap degerlerini belirtmektedir.
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4.2. Genetik Cesitlilik ve Popiilasyon Genetigi

Mentha iiyelerinin genetik cesitliligini saptayabilmek icin ITS; rbcL ve matK veri setleri analiz
edilmistir. Gruplarin niikleotid ¢esitliligi (n), 6zgiin haplotip sayis1 (HS), degisken bdlge sayis1 (DB)
ve haplotip ¢esitliligi (HC) hesaplanmistir. Niikleotid dizileri arasindaki farklilagsmada noétral
stireclerden bir uzaklagsma olup olmadigini belirleyebilmek i¢in Tajima’nin D ve Fu'nun FS degerleri
hesaplanmistir (Tajima, 1989; Fu, 1997).

Tajima’nin D testi polimorfik pozisyonlarin frekanslarindaki dagilimlar1 6zetlemektedir. Elde edilen
verilere gore anlamlilik sergileyen negatif degerler popiilasyonlar i¢in nadir degiskenleri, pozitif
degerler ise orta diizeyde frekansa sahip pozisyonlarin fazla bulundugunu gostermektedir. Bu sebeple
negatif D degeri son donemde g6zlenen bir pozitif segilime isaret ederken pozitif D degeri populasyon
yapilanmasinin varliina gostermektedir (Pybus ve Shapiro, 2009). Calismada elde edilen verilere
gore popiilasyon gruplari arasinda gergeklestirilen notralite testleri sonucunda Tajima’nin D ve
Fu’nun FS degerleri agisindan anlamli bir popiilasyon grubu gézlenmemistir (Cizelge 1). Bu sonug
poplilasyon gruplarinin nétraliteden uzaklagsmadigini géstermektedir.
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Cizelge 1. ITS verisi kullanilarak hesaplanan genetik ¢esitlilik indeksleri ve nétralite testleri (Tajima’nin D’si, Fu'nun
Fs’si)

Tiir/Kompleks N SU DB HS HC s D Fs

M. longifolia | , 742 61 1 0.81578 | 0.0456 0.46853 | 0.13802
subsp. longifolia

M. pulegium 3 742 61 1 0.71227 |0.00204 |0.36500  |0.05872
Mentha

longifolia subsp. | 3 742 61 0 0.60527 10.03290 |0.71463  |0.67723
typhoides

M. aquatica 2 742 61 1 0.66210 |0.00371 |0.45300  |0.48176
M. spicata 2 742 61 1 0.52380 |0.03512 |0.74550  |0.21415

N=toplam sekans sayis1; SU=sekans uzunlugu; DB= degisken bolge sayisi; HS=Haplotip sayis1;; HC=Haplotip
cesitliligi; m=niikleotid ¢esitliligi.

Mentha aquatica

Mentha longifolia subsp. longifolia
Mentha longifolia subsp. typhoides

Mentha spicata subsp. spicata

Sekil 6. ITS veri setine dayali olusturulan haplotip sebekesi.

807 baz ¢ifti uzunlugunda matK veri setine dayali genetik ¢esitlilik caligmalar1 sonucunda ise en fazla
haplotit ¢esitliliginin (0.82000) M. longifolia subsp. longifolia taksonunda oldugu goriilmektedir.
Ikinci sirada M. pulegium tiirii (0.70825) yer alirken Mentha longifolia subsp. typhoides taksonlarinin
matK veri setine dayali haplotit ¢esitliliginin sifir (0.0000) oldugu bulunmustur (Cizelge 2). ITS veri
setine benzer sekilde matK veri setine dayali analizler neticesinde de Tajima’nin D ve Fu’nun FS
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degerleri acgisindan popiilasyon gruplarinin nétraliteden uzaklagsmadigi belirlenmistir (Cizelge 2).
Olusturulan haplotip sebekesi Sekil 7°de verilmistir.

/ Mentha longifolia subsp. longifolid
' Mentha longifolia subsp. typhoides
| Mentha spicata subsp. spicata

Mentha pulegium

Mentha aquatica

Sekil 7. matK veri setine dayali olusturulan haplotip sebekesi.

555 baz ¢ifti uzunlugunda ki rbcL veri setine dayali genetik ¢esitlilik ¢aligmalar neticesinde en fazla
haplotit ¢esitliliginin yine (0.87200) M. longifolia taksonunda oldugu gériilmektedir. Ikinci sirada da
diger veri setlerinde oldugu gibi M. pulegium tiirii (0.70254) yer alirken Mentha longifolia subsp.
typhoides taksonlarinin rbcL veri setine dayali haplotit ¢esitliliginin en diisiik (0.43520) oldugu tespit
edilmigtir (Cizelge 3). ITS ve matK veri setlerine benzer sekilde rbcL veri setine dayali analizler
neticesinde de Tajima’nin D ve Fu’nun FS degerleri acisindan popiilasyon gruplarinin nétraliteden
uzaklagmadig1 goriilmektedir (Cizelge 3). Olusturulan haplotip sebekesi Sekil 8’de verilmistir.

Cizelge 3. rbcL verisi kullanilarak hesaplanan genetik ¢esitlilik indeksleri ve nétralite testlerine (Tajima’nin D’si, Fu’nun
Fs’si) ait sonuglar.

Tiir N SU DB HS HC n D Fs

M. longifolia 3 555 5 1 0.87200 | 0.0037 | 0.94310 | 0.75020

M. pulegium 3 555 5 1 0.70254 | 0.02430 | 0.13500 | 0.07580

M. aquatica 2 555 5 1 0.68450 | 0.01500 | 0.25070 | 0.26850

M.spicata 2 555 5 1 0.47500 | 0.02574 | 0.60180 | 0.40450
Mentha

l"gﬁ’){‘l’f"’a 3 555 5 0 0.43520 | 0.00158 | 0.54550 | 0.38590
typhoides

N=toplam sekans sayis;; SU=sekans uzunlugu; DB= degisken bdlge sayisi; HS=Haplotip sayisi; HC=Haplotip
cesitliligi; m=niikleotid ¢esitliligi.
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Mentha aquatica

Mentha longifolia subsp. longifolia
Mentha longifolia subsp. typhoides

Mentha pulegium
\_ Mentha spicata subsp. spicata _~

Sekil 8 . rbcL veri setine dayali olusturulan haplotip sebekesi.

Calisma sonucunda, Eskisehir ve cevresinde farkli lokalitelerden toplanan ¢icekli ve c¢igeksiz
Mentha L. toplanmistir. Bunlar; Mentha aquatica L., Mentha longifolia (L.) L., Mentha longifolia (L.)
HUDSON subsp. #yphoides (BRIQ.) HARLEY, Mentha spicata L. ve Mentha pulegium L.
taksonlaridir. Tirkiye haritas1 lizerindeki grid sistemine gore yayilis alanlari, bulundugu iller,
ciceklenme donemleri, habitat, yiikseklik, endemiklik durumu ve taksonomik hiyerarsisi belirtilmistir.
Ayrica toplanan Ornekler lokaliteler belirlenmis ve herbaryum Ornegi haline getirilerek
habitatlarindaki fotograflari da ¢ekilmistir.

Mentha L. 6rneklerinden elde edilen genomik DNAlar ile barkodlama analizi yapmak i¢in matK,
ITS1 ve ITS2 bolgeleri incelenmistir.. Elde edilen veriler; biyoinformatik programlar ve genetik bilgi
veri bankalar ile kiyaslanarak analiz edildi. Bdylece tiir i¢ci ve tiirler arasi iligkilerin ortaya
konmustur. Araziden toplanarak silika jel igerisinde kurutulan/muhafaza edilen 6rneklerden DNA,
izolasyon kiti eldeedilerek DNA miktar1 ve kalitesi %1'lik agaroz jel elektroforezi sonucunda jelin
UV altinda goriintiilenmesiyle ortaya ¢ikarilmistir. Izole edilen DNA'lardan ayirici olabilecek gen
bolgeleri PZR kiti ile ¢ogaltilmigtir. Tiir sinirlandirma g¢alismalari, ITS veri setine dayali tiir
sinirlandirma ¢alismalarinda kullanilan Tek Esikli ve Cok Esikli GMYC (Generalized Mixed Yule
Coalescent) metoduna gore calismaya konu olan Mentha cinsi tiyeleri M. aquatica; M. pulegium; M.
longifolia; Mentha longifolia subsp. typhoides ve M. spicata olmak {lizere bes farkli takson
icermektedir.

Kloroplast DNA’sina ait rbcL ve matK bolgelerinin veri setine dayali Tek Esikli ve Cok Esikli GMYC
(Generalized Mixed Yule Coalescent) metoduna gore ¢alisilan Mentha tiyelerinden M. longifolia;
Mentha longifolia subsp. typhoides ve M. spicata tek bir taksonu temsil ederken M. aquatica ve M.
pulegium tirleri birbirlerinden ve diger taksonlardan farkli olarak iki ayr1 OTU (Operational
Taxonomic Unit)’yu temsil etmektedir.

ITS veri setine dayali en yiiksek haplotip cesitliligi (0.81578) M. longifolia taksonunda oldugu
gozlemlenmistir. Haplotip cesitliligi agisindan bu taksonu 0.71227 ile M. pulegium tiirii izlemektedir.
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En diisiik haplotip ¢esitliligi (0.52380) ise M. spicata tiiridiir. Olusturulan haplotip sebekesi Sekil
6’da verilmistir. Bu calismada Tajima’nin D testi polimorfik pozisyonlarin frekanslarindaki
dagilimlar1 belirlemistir. Elde edilen sonuglarda anlamlilik sergileyen negatif degerler
popiilasyonlarda nadir degiskenleri belirlerken pozitif degerlerde orta diizeyde frekansa sahip
pozisyonlarin fazla bulundugunu gostermistir. Bu sebeple negatif D degeri hizli bir biiylime
sergileyen populasyona isaret ederken, pozitif D degeri populasyon yapilanmasinin varliina igaret
etmektedir (Pybus ve Shapiro, 2009). Calisma kapsaminda popiilasyon gruplar1 arasinda
gerceklestirilen notralite testleri sonucunda Tajima’nin D ve Fu’nun FS degerlerine gore anlamli bir
popiilasyon grubu gbézlenmemistir. Bu durum popiilasyon gruplarinin nétraliteden uzaklagsmadigini
belirtmektedir.

807 baz ¢ifti uzunlugunda bulunan matK veri setine dayali genetik ¢esitlilik caligmalar1 sonucunda
ise en fazla haplotit gesitliliginin (0.82000) M. longifolia taksonunda oldugu gériilmektedir. Ikinci
sirada M. pulegium tiirii (0.70825) yer alirken Mentha longifolia subsp. typhoides taksonlarinin matK
veri setine dayali haplotit ¢esitliliginin sifir (0.0000) oldugu belirlenmistir. ITS veri setine benzer
sekilde matK veri setine dayali analizler sonucunda da Tajima’nin D ve Fu'nun FS degerleri agisindan
poplilasyon gruplarinin nétraliteden uzaklagsmadigi goriilmiistiir. 555 baz ¢ifti uzunlugunda ki rbcL
veri setine dayali genetik ¢esitlilik calismalar1 sonucunda en fazla haplotit ¢esitliliginin yine (0.87200)
M. longifolia taksonunda oldugu goriilmektedir. ikinci sirada da diger veri setlerinde oldugu gibi M.
pulegium tiirli (0.70254) yer alirken Mentha longifolia subsp. typhoides taksonlarinin rbcL veri setine
dayali haplotit ¢esitliliginin en diisiik (0.43520) oldugu tespit edilmistir. ITS ve matK veri setlerine
benzer sekilde rbcL veri setine dayali analizler sonucunda da Tajima’nin D ve Fu’nun FS degerleri
bakimindan popiilasyon gruplarinin nétraliteden uzaklasmadig: belirlenmistir.
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