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OZET

BAZI CANAVAR OTU POPULASYONLARININ MOLEKULER BELIRTECLER
iLE GENETIK KARAKTERIZASYONU

Tugba ARI

Tarmmsal Biyoteknoloji Anabilim Dali
Yuksek Lisans Tezi
Danigman: Dog. Dr. Behiye Banu BILGEN

Orobanche cumana Wallr. (canavar otu) basta aygigegi bitkisi (Helianthus annuus L.) olmak
iizere tarim yapilan arazilerde ¢ok biiylik verim kayiplarina neden olan parazitik bir bitkidir.
Aycicegi tarlalarinda hizli bir sekilde bulasikliga neden olabilen O. cumana’da yapilan
genetik karakterizasyon ¢alismalar1 sinirlidir. Bu tez calismasinda Edirne, Kirklareli, Tekirdag
ve Adana illerinden 6rneklenen orobans popiilasyonlarina ait tohumlar ile canavar otuna
hassas Ozdemirbey aygicegi cesidi kullanilarak bitkilerin yetistirilmesi saglanmistir. Orobans
popiilasyonlarinin genetik karakterizasyonu ve genetik cesitliliginin belirlenmesi i¢in sekiz
mikrosatellit (SSR) lokusu (Ocum-52, Ocum-70, Ocum-81, Ocum-87, Ocum-108, Ocum-141,
Ocum-160 ve Ocum-196) kullanilmistir. Calismada kullanilan sekiz SSR lokusunun tamami
polimorfik olarak bulunmustur. Analiz edilen 146 oOrnekte 22 allel gozlenmistir. Genetik
cesitlilik parametreleri; Na=2,016 (lokus basma diisen ortalama allel sayisi), Ne=1,404
(ortalama etkili allel sayis1), 1=0,386 (ortalama Shannon Sabiti), Ho,= 0,199 (ortalama
g6zlenen heterozigotluk), He=0,241 (ortalama beklenen heterozigotluk) ve PIC=0,199
(ortalama polimorfik bilgi igerigi) hesaplanmistir. Yapilan AMOVA (Molekiiler varyans
analizi) sonucunda popiilasyonlarin genetik ¢esitliliginin %53 oraninda populasyon igerisinde
oldugu bulunmugtur. UPGMA yontemi kullanilarak olusturulan dendrograma ve
STRUCTURE analizine gore populasyonlar 2 gruba ayrilmistir. 1. grupta AE2003, AD2018,
T2018, MT2013, LE2013 ve K2019 popllasyonlar: yer alirken, 2. grupta LK2013 ve HT2016
popllasyonlar1 yer almistir. Elde ettigimiz sonuglar ¢alisilan populasyonlar hakkinda 6nemli
genetik c¢esitlilik bilgilerine ulasmamizi saglamistir, ulasilan bilgiler planlanacak olan yeni

calismalar igin Onemli katkilar saglayacaktir.

Anahtar Kelimeler: Genetik Cesitlilik, Helianthus annuus, Orobanche cumana, SSR,
STRUCTURE, UPGMA



ABSTRACT

GENETIC CHARACTERIZATION OF SOME BROOMRAPE POPULATIONS VIA
MOLECULAR MARKERS

Tugba ARI

Department of Agricultural Biotechnology
MSc. Thesis
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Behiye Banu BILGEN

Orobanche cumana Wallr. (sunflower broomrape) is a parasitic plant that causes huge yield
losses in agricultural lands, especially sunflower (Helianthus annuus L.). Genetic
characterization studies in O. cumana, which can cause contamination in sunflower fields, are
limited. In this thesis, the broomrape plants were grown by using the seeds of the broomrape
populations sampled from Edirne, Kirklareli, Tekirdag, and Adana provinces. The sensitive
Ozdemirbey sunflower variety was used for growing broomrapes. Eight microsatellite (SSR)
loci (Ocum-52, Ocum-70, Ocum-81, Ocum-87, Ocum-108, Ocum-141, Ocum-160, and
Ocum-196) were used for genetic characterization and determination of the genetic diversity
of broomrape populations. All eight SSR loci used in the study were found to be polymorphic.
22 alleles were observed in 146 samples analyzed. Genetic diversity parameters; N.=2.016
(mean number of alleles per locus), Ne=1.404 (mean effective alleles), 1=0.386 (mean
Shannon Constant), Ho= 0.199 (mean observed heterozygosity), He=0.241 (mean expected
heterozygosity), and PIC =0.199 (mean polymorphic information content) were calculated. As
a result of AMOVA (Molecular variance analysis), it was found that the genetic diversity of
the populations was 53% within the population. Populations were divided into 2 groups
according to the dendrogram created using the UPGMA method and STRUCTURE analysis.
Group 1 included AE2003, AD2018, T2018, MT2013, LE2013, and K2019 populations,
while group 2 included LK2013 and HT2016 populations. The results we obtained have
enabled us to reach important genetic diversity information about the studied populations, and
the information obtained will provide important contributions for planned studies in the

future.

Keywords: Genetic Diversity, Helianthus annuus, Orobanche cumana, SSR, STRUCTURE,
UPGMA
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TESEKKUR

Yuksek lisans tez caligmamin gergeklestirilmesinde, degerli bilgilerini bana aktaran,
ne zaman bir sorunla karsilagsam bana kiymetli zamanin1 ayirip sabirla ve biiyiik bir ilgiyle
faydali olabilmek i¢in elinden gelenin fazlasini yapan, yanma ¢ekinmeden gidebildigim, bize
sadece hoca gibi olmayip bir arkadas, bir anne ve en énemlisi bir dost olan, gller yuziini ve
samimiyetini benden esirgemeyen ve gelecekte mesleki hayatim boyunca bana verdigi degerli
bilgilerden faydalanacagim kiymetli damisman hocam Dog. Dr. Behiye Banu BILGEN’e
tesekkurd bir bor¢ bilirim. Bu zamana kadar benim yanimda olup, beni her zaman
destekleyen, her zaman maddi manevi desteklerini hi¢ diisinmeden benim i¢in kullanan, her
distiigiimde beni daha giiclii ayaga kaldiran canim babam Emrullah ARI ve canim annem
Fatma ARI basta olmak iizere bitin aileme sonsuz tesekkiirlerimi sunuyorum. Tezimin son
seklini almasinda degerli katkilarin1 esirgemeyen Prof. Dr. Yal¢in KAYA’ya (Trakya
Universitesi, Miihendislik Fakiiltesi, Genetik ve Biyomiihendislik Béliimii) ve Dr. Ogr. Uyesi
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esirgemeyip, tez calismamin her asamasinda bana yardimci olan YyUksek lisans arkadasim

Hazal NASIRIAN a tesekkiirlerimi sunuyorum.
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1. GIRIS

Aycicegi yaglik ve gerezlik olarak iiretimi yapilan diinya ve iilkemiz i¢in dnemli yag
bitkilerinden biridir. Ulkemizde ve diinya tizerinde stirekli artan niifus nedeniyle bitkisel yaga
olan ihtiyac siirekli artmaktadir. Ulkemizde 2020 yili verilerine gore aycicegi ekim alani
yaklasik 729 bin ha’dir (Tiirkiye Istatistik Kurumu [TUIK, 2020]). Tiirkiye’de yaglik olarak
tiikketilen bitkiler incelendiginde aygicegi liretim alani, liretim miktart ve verimi bakimindan
ilk sirada yer almaktadir (Aycicegi, Susam, Yerfistigi, Soya, Hashas, Kolza ve Aspir olarak
siralanmaktadir (Tiirkiye Istatistik Kurumu [TUIK, 2020]). Tiirkiye’deki yag {iretiminin

yaridan fazlasi aygigeginden karsilamaktadir.

Ekimini yapip, biiylitmek istedigimiz bitkilerimizin yaninda istegimiz disinda ¢ikan
bitkilere yabanci ot denmektedir (Aksoy, Oztemiz ve Uygur, 2006). Yabanci otlar her ortama
uyum saglayabilme yeteneklerinden dolay1 tarim alani yapilan bélgelerde biiyiik zarara neden
olmaktadir. Yabanci otlarin konukgusu oldugu bitkilerde ¢esitli hastaliklara neden oldugu
g6zlenmektedir. Yabanci otlar su, mineral maddeler, 151k, alan vb. nedenler ile diger bitkilerle
rekabet igindedir, bu rekabet sonrasinda kiiltiir bitkilerine saglanan {istiinliik verim ve
kalitenin ciddi oranda azalmasi ile sonuclanmaktadir (Ozer, Kadioglu, Onen ve Tursun,
2001). Ulkemiz ekonomisinde dnemli bir yere sahip olan aycicegi tarrmini olumsuz etkileyen
biyotik ve abiyotik faktérler bulunmakdir. Canavar otu bitkileri (Orobanche spp., orobans)
aycicegi bitkisi basta olmak {izere tarim bitkilerinde 6nemli 6l¢iide verim ve kalite kaybina
neden olan, tarim1 olumsuz etkileyen biyotik stres faktdrlerinden biridir (Aksoy vd., 2006;
Dor vd., 2020). Aygcigeginin baslica sorunu olan O. cumana (canavar otu) parazit bitkisi
aycicegi tariminda bulasin kontrol altina alinamamasi sonucunda buyik bir problem
olusturmaktadir. Bunun kalic1 bir ¢6zlimii olarak hastalik etmenine kars1 direncli yeni ¢esitler

gelistirilmesi olmaktadir (Melchinger, 1990).

Canavar otu tdrleri zorunlu kok paraziti oldugundan besin ihtiyacinin tiimiinii
konukgusundan saglamaktadir. Toprak altinda gecirdigi zaman boyunca besin ihtiyacini
karsilayip gelisimini siirdiirlir ve toprak yiizeyinde goriilmeye baslandiginda bitkiye verdigi
zarar daha fazla gorilmeye baslamaktadir. Enfekte olan kiiltiir bitkisi su ihtiyact
karsilanmamig gibi sararip solabilir, diger bitkilere oranla gelisimi daha geride olabilir veya
veriminde ¢ok biyiik kayiplar olabilir. En buytk etkisi ise yuksek bulasi durumunda enfekte

ettigi bitkinin 6Imesidir (Reizelman-Lucascen, 2003).



Orobanche cumana Wallr., konake¢i bitkinin savunma yanitlarmi bastirip bitki
koklerini kullanarak kendi besinini konak¢idan saglamaktadir (Yang vd., 2020). Canavar
otlar1 tarafindan kiiltlir bitkilerinde meydana gelen verim kaybi1 bircok faktore bagl olarak
(tutunma zamani, yogunlugu vb.) degiskenlik gosterebilmektedir. Canavar otu zararlarinin %5
ile %100 arasinda degistigi bildirilmektedir. Verim kaybmnin Onlenebilmesinde canavar otu
icin en uygun olan miicadele seklini belirleyip, uygun zamanda islem yapilmasi

gerekmektedir (Barut, 2017).
1.1 Literatir Ozeti

Aygicegi (Helianthus annuus L.) Ukrauna, Rusya, Avrupa ulkeleri, ABD, Arjantin,
Hindistan ve Cin gibi Ulkelerde yetistirilen 6nemli bir yag bitkisidir (Prasad, Sujatha, Alivelu
ve Sujatha, 2017). Tiirkiye baslica ay¢igegi tireticisi olan 6nemli Glkelerden biridir ve aygigegi
tarim alanlarimizin %70’inden fazlas1 Trakya bélgesinde yer almaktadir. Trakya ve Marmara
Bolgesi aycicegi tariminda ilk sirada olmasina ragmen 6zellikle Adana ve Konya illerinde de
treticiler tarafindan tercih edilmekte, bugday ve arpa gibi bitkilerle munavebeli olarak
ekilmektedir. Aycicegi bitkisine istila genelde ekim alaninda sik araliklarla aygigegi
yetistirilmesi nedeniyle olmaktadir ve bunun oniine gegebilmek icinde genellikle direngli ¢esit
kullanilmaktadir (Evci, Sezer, Pekcan, Yilmaz ve Kaya, 2011). Tiirkiye’de aygigeginin baglica
zararhisi biitlin bolgelerde yaygin olan canavar otu (Orobanche spp.)’dur. Tiirkiye disinda bazi
Ulkelerde de aygicegi tarlalarinda donem doénem canavar otu gorildigi bildirilmistir
(Kadioglu, 2009).

Canavar otu Dogu Avrupa, Tiirkiye ve Ispanya basta olmak iizere ¢ogu bolgedeki
aycigegi tiretimini sinirlayan faktorlerden birisi olarak kabul edilmistir (Kaya, 2014a, 2014b).
Canavar otu kendi besinini kendi iiretemediginden bitkiye ¢ok biiyiik zararlar vermektedir
(Kadioglu, 2009). Bu zararlar1 fotosentez yapabilme kabiliyetleri olmadigindan konukcusunda
su, mineral ve karbon kaynagini kullanarak ¢ok biiylik diizeye g¢ikarmaktadir (Takagi vd.,
2009).

Orobanchaceae familyasinda yer alan Orobanche cinsi, ¢ogunlukla iliman Kuzey
Yarimkiire'ye 6zgii 200'den fazla parazitik otsu bitki tiiriinii igermektedir. Agirlikli olarak
Akdeniz havzasinda, Kuzey Afrika, Gilineybat1 Asya ve Akdeniz tipi iklime sahip diger bazi
bolgelerde bulunmaktadir. Canavar otu tirlerinin yedi tanesi (O. crenata, O. cernua, O.
cumana, O. foetida, O. minor, P. aegyptiaca ve P. ramosa) 6nemli tarimsal zararlilar olarak

kabul edilmektedir (Parker, 2009). Canavar otunun konak¢i olarak etki ettigi baslica

2



familyalar: Asteracae (papatyagiller), Fabaceae (baklagiller), Solanaceae (patlicangiller),
Apiaceae (maydanozgiller) ve Cucurbitaceae (kabakgiller) familyalaridir. Bu familyalarin
gelisimlerini etkileyen baglica faktor olarak bilinmektedir. Bulasmaya bagli olarak canavar
otlarindan dolay1 %5 — 100 gibi biiyiik oranda verim kayb1 gbzlenmektedir (Kadioglu, 2009;
Evci vd., 2011). Ornegin Trakya Bolgesinde aycicegi tarimi yapilan alanlarda %70’lere
ulasan oranda verim kayiplarinin gerceklestigi bildirilmistir (Kaya, Demirci ve Evci, 2004;
Kaya, Evci, Pekcan ve Gucer, 2004). Orobans ge¢misten gilinlimiize aygigegi bitkisinin
Uretimine zarar veren 6nemli bir parazitik bitkidir. Yirminci yiizyilda ¢esitli orobans tiirlerine
dayanikli cesitler gelistirilmistir. Yirmi birinci ylizyilin baslarinda aygicegi ekim alanlari
genislemeye baglamistir. Bunun sonucunda da eski mahsul uygulamalarina son verilmistir. Bu
da Ispanya, Rusya, Ukrayna, Turkiye gibi iilkelerde canavar otu popiilasyonlarinda ani bir
sekilde degisimlere yol agmistir. Son 15 yildir bir¢cok llkede canavar otu popiilasyonlarindaki
degisimler yeni wklarin (G ve H) olusumuna neden olmustur (Skoric, Joita-Pacureanu,

Gorbachenkoa, Gorbachenko ve Masirevic, 2021).

Gen-igin-gen teorisine gore bitkiler patojene karsi direng geni tasirlar ve bu genden
iiretilen proteinler patojen genleri tarafindan {iretilen liriinlerin spesifik olarak taninmasini ve
diren¢g olusumunu saglar. Bu teoriye gore bitki-patojen genlerinin etkilesimi tarafindan
yOnetilen bitki-patojen etkilesimleri agiklanmaktadir. Baklagillerde, domateste, tittinde
canavar otuna karsi direncin poligenik ve irka spesifik olmayan bir genetik kontrol ile
olustugu bildirilmistir. Aygicegi ve canavar otu arasidaki genetik etkilesim yani bitki-patojen
etkilesimi gen-gen tarafindan yonetilip; direng reaksiyonlari, konake¢1 genleri ve aviriilansa
karsilik gelmekte olan patojen genleri tarafindan yonetilmektedir (Rodriguez-Ojeda vd.,
2013). Bu etkilesim sayesinde dayanikli aycicegi gesitlerinin gelistirilmesi saglanmis ve
aycicegi bitkisinin direngli genleri tarafindan kontrol edilmekte olan fizyolojik orobang
irklarmin olusumu ortaya ¢ikmaktadir (Fernandez-Martinez, Perez-Vich ve Velasco, 2015).
Diren¢ mekanizmasi sayesinde aycicegi parazitik bitkinin listesinden kolayca gelebilmektedir.

Uzun vadeli diisiiniildiigiinde bitki-parazit etkilesimini anlamak ¢ok dnemlidir.

Canavar otlar1 yagsamlarmin biiyiik cogunlugunu toprak altinda gecirmektedir. Tek bir
canavar otu bitkisinin yaklasik 500.000 tohumu etrafa yayabildigi ve uzun yillar boyunca
cimlenmeden toprak altinda sakladig: bilinmektedir (Habimana, Nduwumuremyi ve Chinama,
2014). Orobans tohumu c¢imlendikten sonra ise 2-3 mm cevresinde konukgusunu

bulabiliyorsa konukgunun koklerini ¢ok rahat parazitlemektedir. Daha uzakta konukgusu var



ise 0 zaman parazitleyemeyip, 6lmektedir. Canavar otlarinin ¢imlenip, toprak yilizeyine ¢ikma

zamani 30-100 glin olarak bilinmektedir (Aksoy, 2010).

Canavar otu toprak ylizeyine ¢iktiktan sonra miicadelesi ¢ok zor olmaktadir. Ciinki
canavar otu zarar1 ilk goriildiigiinde bulagsmanin aslinda giinler 6nce oldugunu bize
gostermektedir (Kadioglu, 2009). Canavar otunun miicadelesi yoniinde ¢ok fazla engeller
bulunmaktadir. Bunlardan biriside dayanikli aycicegi bitkisine karsi gelistirilen yeni irk
potansiyelidir. Dinya tizerinde O. cumana’nin 8 ki (A — H) oldugu bilinmektedir. F, G ve H
rklarmin ¢ok ciddi zararlar meydana getirdigi tespit edilmistir (Kaya, 2014a; Molinero-Ruiz
vd., 2015). Orobans son yillarda Fransa (Jestin, Lecomte ve Duroueix, 2014), Tunus (Amri
vd., 2012) ve Fas (Nabloussi, Velasco ve Assissel, 2018) gibi bazi iilkelerde goriilmeye
baslanmistir (Fernandez-Escobar, Rodriguez-Ojeda, Fernandez-Martinez ve Alonso, 2009;
Malek, del Moral, Fernandez-Escobar, Perez-Vich ve Velasco, 2017). Yeni canavar otlarinin
belirlenmesinde ise rekombinasyon, mutasyon, gen akisi, genetik cesitlilik artis1 ve gen
havuzlarinda se¢im gibi mekanizmalar oldugu bilinmektedir (Pineda-Martos vd., 2013;
Pineda-Martos vd., 2014a).

Canavar otunun tohum olusturmadan once tarim alanlarindan elle toplanmasi gibi
mucadele yontemleri pahalidir ve fazla is giicii gerektirmektedir. Buna ragmen kiiltiirel olarak
ele alinmasi gereken uygulamalardandir. Tohumlarin 15 — 20 yil gibi uzun siire toprakta canli
kaldig1 bilindiginden ekim ndbeti uygulamalarinda verimi biiyiik bir oranda azaltacaktir.
Bunun i¢in en uygun kiiltiirel islem ise, orobans tohumlarinin derine gomiiliip, ekim
yapilmadan hemen oncede derin siirlim islemlerinin yapilmasi olarak bilinmektedir. Ayrica
kullanilan tohumlar, giibreler veya tiim tarimsal alet ve makinelerin canavar otundan
arindirilmis olmasi ¢ok Onemlidir. Bu da yayginlasmayr engellemek i¢in olan yontemler
arasindadir (Kadioglu, 2009). Orobans ile miicadele de en etkili yontemler arasinda olan diger
yontem ise canavar otu bitkisinin ¢icek organlarini ve kapsiillerini yiyerek zarara ugratan
Phytomyza orobanchia Kalt. bocegidir. Bu bdcegin orobang lzerinde %37 — 69 oraninda
etkili oldugu tespit edilmistir. Ayrica orobansin %90’n ilizerinde kapsiil baglamasina engel

oldugu bilinmektedir (Aksoy, 2010; Giray ve Nemli, 1983).

Canavar otu viriilansinin ve 1k smiflandirmasinin degerlendirilmesi parazitin farkl
diren¢ genlerine sahip aygicegi hatlarin1 enfekte etmesine dayanmaktadwr. O. cumana
popiilasyonlarmin patojenitesi ve rk smiflandirmasi ile ilgili arastrmalar, farkl yerlerde ve

farkli ¢aligmalarda devam etmektedir (Martin-Sanz vd., 2016). Son yillarda bazi



aragtirmacilar diren¢ i¢in iireme ve kontrol stratejilerinin gelistirilmesinde katkilarda
bulunmustur. Yeni parazitik bitkilerinin tanimlanmasi ve karakterizasyonunun genetik ve
molekiiler diizeyde yeni direng kaynaklarini karakterize etmekte faydasi olmaktadir
(Fernandez- Martinez, 2012). Canavar otuna karsi simdiye kadar yapilan c¢aligmalarda
cogunlukla aygigegi bitkisinin sahip oldugu direng geni kullanilmaktadir. En son verilere gore
ise ayeigegi bitkisinin canavar otuna karsi direng genine sahip 20°den fazla tiri
bulunmaktadir. Canavar otuna karsi direng genini bulmak i¢in yabani aygicegi tiirleri

kullanilmaktadir (Jan ve Fernandez-Martinez, 2002).

Son yillarda canavar otu ile ilgili calismalarda popiilasyon yapisi ve genetik ¢esitliligin
belirlenmesine odaklanildigi goézlenmektedir (Bilgen, Barut ve Demirbas, 2019; Guchetl,
Antonova ve Tchelustnikova, 2014a, 2014b; Molinero-Ruiz vd., 2014; Martin-Sanz, Malek,
Fernandez-Martinez, Perez-Vich ve Velasco, 2016; Pineda-Martos, Velasco, Escobar,
Fernandez-Martinez ve Perez-Vich, 2013; Pineda-Martos, Velasco ve Perez-Vich, 2014).
Calismalarda, aygigegi bitkisini parazitleyen popiilasyonlarin popiilasyon ici ¢esitliliginin
nispeten diisiik oldugu, popiilasyonlar arasinda ise diisiik genetik farklilagsma ile karakterize
oldugu ortaya ¢ikmustir. Yerel popiilasyonlardaki tek gen mutasyonlar1 (Pineda-Martos vd.,
2013) veya aviriilans genlerinin genetik rekombinasyonu (Martin Sanz vd., 2016) gibi 1rk
evrimini agiklamak i¢in farkli mekanizmalar da ele alinmistir. Aygiceginde canavar otuna
direngli genlerinin belirlenmesi/gelistirilmesine ek olarak, bitki organlarinin anatomisi,
biyokimyasal parametreleri (hormanlar vb.), parazit bitkinin Ureme sistemi, genetigi gibi
karakterlere yonelik arastirmalarinda yapilmasi onemlidir. Cesitli herbisitlere direncli (IMI
gibi) hibrit tohum kullanimi canavar otuna karsi verimli bir kontrol yontemi olarak

bilinmektedir (Kaya, 2014b).

Aycicegi 1slahgilar1 tarafindan yabani Helianthus cinsleri kullanilarak orobansa
dayanikli hibritler gelistirilmistir. Bu siiregte klasik 1slah metotlar1 kullanilmistir. Fakat
orobans 1rklar1 hizli gelistiginden klasik 1slah siirecini kisaltmak gerekmektedir. Bunun
sonucunda da molekiler teknikler kullanilarak molekiiler ve klasik 1slah ¢alismalarmin

birlikte yapilmas1 gerekmektedir (Bilgen vd., 2018).

Orobans tiirlerinin daha iyi tanimlanmasi i¢in molekiiler arastirmalarin yapilmasi
gerekmektedir (Ivanovic vd., 2021). Orobans turlerinin genetik karakterizasyonu ve daha iyi
anlagilmas1 amaciyla bazi ¢aligmalarda molekiler belirte¢ olarak rbcL nukleotid dizisi

kullanilmistir ve genetik karakterizasyonu yapilmistir (Manen, Habashi, Jeanmonod, Park ve



Schneeweiss, 2004; Wolfe ve Pamphilis, 1997). Orta Ispanya'dan érneklenen O. cumana
popilasyonunda tanimlanan antosiyanin pigmentasyonundan yoksun olan dogal bir mutant
izole edilmistir (Rodriguez-Ojeda, Velasco, Alonso, Fernandez-Escobar ve Perez-Vich,
2011). Pigmentasyonu kodlayan Pg olarak adlandirilan tek bir lokus belirlenmis, baskin
aleller tarafindan kontrol edildigi saptanmistir. Bunun sonucunda da, monogenik bir kalitim

gosteren bu Ozellik ortaya ¢ikmistir.

Molekiiler belirtecler, bitkilerde genetik analizin hizinda ve kesinliginde ¢ok 6nemli
sekilde ilerleme kaydettirmistir, son yillarda belirteclerin tespiti konusunda ¢ok buyuk
ilerlemeler oldugu gézlenmistir (Mammadov, Aggrwal, Buyyarapu ve Kumpatla, 2012). 2019
yilinda yapilan bir ¢alismada Tirkiye’nin Trakya bolgesinden farkli yerlerden toplanan O.
cumana popiilasyonlarinin genetik ¢esitliligi 8 SSR belirteci ile belirlenmistir. Tiim SSR’lar
polimorfik olarak bulunmustur. Caligmanm amaci ise, Trakya bolgesindeki O. cumana
popiilasyonlarinin yeni bir rkinin olup olmayacagmi belirlemektir. 8 SSR lokusunda
toplamda 23 alel belirlenmistir. Sonu¢ olarak, incelenen popiilasyonlarin bazilarinda genetik
yapinin belirlenmesi, 6zel alellerin varlig1 yeni canavar otlar1 irkinin varlhigi i¢in kanit olarak

gosterilebilecegi bildirilmistir (Bilgen vd., 2019).

Ziadi vd. (2018) tarafindan yapilan c¢alismada, Tirkiye’deki 9 canavar otu
popilasyonunda 24 SSR belirteci kullanilmistir ve O. cumana popiilasyonlarinin molekiiler
genetik ¢esitliligi ve popiilasyon yapisi incelenmistir. Molekiler analiz sonucunda
Tirkiye’deki O. cumana popiilasyonlar1 4 gruba (1; Yenikoy 2; Adana 3; Sahinkdyii Malkara,
Gozsiiz Koyii Malkara ve Sambro Havsa 4; Iskenderkdy, Uriinlii, Budakdoganca ve Ballihoca
Muratli) sahip oldugu gosterilmistir. Cografik kokene gore 6 kiimeye (1; Gozsiz Koyl
Malkara ve Sahinkdyii Malkara 2; Ballihoca Murath ve Budakdoganca 3; Uriinlii ve
Iskenderkdy 4; Adana 5; Sambro Havsa 6; Yenikdy) ayrilmustir. Istila derecelerine gore de 6
farkls ik (Iskenderkoy/Uriinlii (D), Sahinkdyii Malkara/Gozsiiz Koyii Malkara (E), Adana (H-
I), Sambro Havsa (H), Budakdoganca/Ballihoca Murath (A) ve Yenikdy (F)) icin
gruplandirma yapilmistir. SSR  belirte¢ kullaniminin popiilasyonlar arasindaki genetik
varyasyonu tahmin etmek ve wklar1 molekiiler diizeyde degerlendirmek igin iyi bir arag

oldugu ortaya ¢cikmistir (Ziadi, Cabuk Sahin, Aydin, Evci ve Altinkut Uncuoglu, 2018).

Atanasova vd. (2014) tarafindan yapilan ¢aligmada, Orobanche tirlerinin incelenmesi
icin 6 RAPD belirte¢ uygulamasi yapilmistir. Glineydogu Avrupa ve Orta Dogu’dan alinan

farkli tohum 6rnekleri kullanilmigtir. Bu ¢alismanin amaci farkli bolgelerden gelen orobans



tohumlarinn  DNA’larmi1 RAPD belirteci ile incelemek ve tiirlerin etkin ayrimlarini
saglamaktir. Bulgaristan, Bat1 ve Giineydogu Avrupa’da tarim Urlnlerine ¢ok ciddi zarar
veren orobans tiirlerinin farklilagmalar1 hizli ve verimli genetik analizler ile ortaya konuldugu

bildirilmistir (Atanasova, Batchvarova, Todorovska ve Atanassov, 2014).

2014 yilinda yapilan bir diger calismada ise, Rusya, Romanya ve Kazakistan’dan O.
cumana’nin molekiiler genetik ¢esitliligi kodominant belirtegler ile incelenmistir. Calisilan
ornekler 2 grupta; birinci grup Rusya ve Kazakistan’dan 19 6rnek, ikinci grup Romanya’dan 5
ornek olarak incelenmistir. Calismanin amaci, Rusya’da yaygim olan O. cumana’nin Romanya
ve Kazakistan popiilasyonlar ile karsilastirmak ve genetik c¢esitliligini analiz etmektir. Rusya
ve Kazakistan’dan gelen canavar otlarinin Romanya’dan gelen popiilasyonlara gore daha
yiiksek diizeyde popiilasyon i¢i gesitlilige sahip oldugu bulunmustur (Guchetl vd., 2014a,
2014b).

Pineda-Martos vd. (2014a) tarafindan O. cumana parazitinde mikrosatellitlerin genetik
karakterizasyonda kullanimini1 arastirmak iizere yapilan calismada, 298 SSR primeri
tasarlanmig ve bu primerlerden 79 tanesinin 18 farkli bolgeden toplanan O. cumana
populasyonunda polimorfik oldugu ve genetik gesitlilik ¢calismalari i¢in gii¢lii bir arag oldugu
belirtilmistir. Pineda-Martos vd. (2014b) tarafindan Bulgaristan’da hem ayg¢icegi tarlalarindan
hem de yabani Asteraceae tiirlerinin oldugu alanlarda belirlenen O. cumana popilasyonlarinin
genetik cesitliligi ve bu popiilasyonlar arasinda etkin gen alis verisinin varligit SSR lokuslar1

(15 SSR primeri) kullanilarak ¢alisilmistir (Pineda-Martos vd., 2014b).

Molinero-Ruiz vd. (2014) tarafindan Macaristan (1 popiilasyon), Romanya (1
popiilasyon), Ispanya (4 popiilasyon) ve Tiirkiye (5 popiilasyon)’den toplam 11 O. cumana
popiilasyonunun genetik olarak direngli aycicegi ¢esitlerini enfekte etme yOniinden
karakterizasyonu yapilmistir. Ayrica yine bu ¢alismada Macaristan, Ispanya ve Tiirkiye’den
39 O. cumana popilasyonunun 18 RAPD primeri kullanilarak molekiiler karakterizasyonu

yapilmistir (Molinero-Ruiz vd., 2014).

Roman vd. (2001) tarafindan ispanya’dan 6 O. crenata popiilasyonu zerinde 23
RAPD primeri kullanilarak yapilan calismada genetik cesitliligin biiylik oranda (%94.29)
popiilasyon i¢i bireyler arasi gesitlilikten kaynaklandigi bildirilmistir (Roman, Rubiales,
Torres, Cuberto ve Satovic, 2001). Roman vd. (2007) tarafindan yapilan ¢alismada orobans
turlerinin (3 tur) kloroplast DNA (cpDNA) belirtegleri kullanilarak PCR-RFLP teknigi ile
belirlenebilecegi bildirilmistir. Roman vd. (2007) tarafindan yapilan ¢alismada plastit DNA
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belirteclerinin tiirleri belirlemede, 6zellikle morfolojik olarak ayirt edilmesi zor olan orobang
turlerinde, basit ve gilivenilebilir bir tanimlayici arag¢ oldugu vurgulanmistir (Roman vd.,
2007). Brault vd. (2007) tarafindan Fransa’dan 6rneklenen 3 O. ramosa populasyonunda 2
RAPD primeri kullanilarak genetik ¢esitlilik belirlenmistir (Brault, Betsou, Jeune, Tuquet ve
Salle, 2007). Vaz-Patto vd. (2008) Fas’ta 5 O. foetida populasyonunda AFLP belirtecleri
kullanarak genetik ¢esitliligi belirlemislerdir (Vaz-Patto vd., 2008).

Belay vd. (2020)’nin ¢alismasinda Etiyopya’da 4 bdlgeden 6rneklenen 96 O. crenata
bireyinde 30 SSR belriteci kullanilarak genetik ¢esitlilik belirlenmistir. Etiyopya’da gozlenen
O. crenata popiilasyonlarinda saptanan gen akisi ve canavar otunun yakin zamanda iilkede
yayginlasmasinin popiilasyonun gesitliliginde azalmaya neden oldugu bildirilmistir (Belay
vd., 2020). Abdalla vd. (2020) tarafindan yapilan ¢alismada Misir’da O. crenata istilasi olan
tarlalardan 6rneklemeler yapilarak ISSR belirtegleri ile genetik varyasyonun ve farklilasmanin
ortaya c¢ikarilmasi amaglanmistir. Calisma sonucunda 6rneklenen popiilasyonlarin birbirine
genetik olarak yakin oldugu bildirilmistir (genetik benzerlik degeri 0,837) (Abdalla, Saleh ve
Khater, 2020).



1.2 Cahsmanin Amaci ve Kapsami

O. cumana Tiirkiye’de ve diger Avrupa lilkelerinde aygicegi veriminde %100’e varan
diisiislere sebep olan bir canavar otu tiirlidiir. Bu tiir, ¢ok sayida wrklar olusturmakta ve ¢ok
kiigiik ve fazla sayida tohum igerdiginden, kolayca yayilmakta ve boylelikle ayg¢igcegi iiretimi
yapilan alanlarda hizli epidemilere neden olmaktadir. Canavar otu popiilasyonlarmnin
molekiiler karakterizasyonu ve genetik gesitliliginin belirlenmesi iizerine yapilan molekiiler
calismalar smirlidir. Bu calismada, iilkemizde yogun olarak aycicegi yetistiriciligi yapilan
Trakya Bolgesinden ve yeni rkin varligi bilinen Adana bolgesinden aygicegi tarlalarindan

toplanan O. cumana bitkisine ait tohumlar, genetik ¢esitliligin belirlenmesinde kullanilmistir.

Bu tez ¢aligmasinin temel amaci, Orneklenen canavar otu popiilasyonlarinin molekuler
belirtegler kullanilarak genetik yapilarinin ortaya konulmasi, genetik parametrelerinin tahmin
edilmesi ile genetik cesitlilik diizeylerinin belirlenmesi, elde edilen verilerin literatlrde
mevcut olan diger calismalarla karsilastirilmasi ve molekiiler belirteg analizleri ile 1k

tayininin yapilma olasiliginin arastirilmasidir.



2. MATERYAL VE YONTEM
2.1 Aygcicegi ve O. cumana Populasyonlarina ait Bitkilerin Yetistirilmesi

Tez ¢alismasinda farkl illerden farkli yillarda toplanmis O. cumana populasyonlarina
ait tohumlar kullanilmistir (Cizelge 2.1). Canavar otu popiilasyonlarma ait tohumlar Trakya
Tarmmsal Arastirma Enstitiisii ve Dr. Ogr. Uyesi Sefer Demirbas’tan temin edilmistir. Her bir
populasyona ait tohumlar ‘bulk’ olarak temin edilmis ve plastik tiplerde +4°C’de karanlikta
saklanmistir. O. cumana bitkilerinin yetistirilmesi i¢in canavar otuna hassas Ozdemirbey
aycicegi cesidi kullanilmistir. Ayrica TNKU kampiisiimiizden 2019 yilinda 6rneklenen 3 adet
Phelipanche aegyptiaca (Pers.) Pomel bireyine ait doku Ornekleri dis grup (K2019) olarak
calismaya dahil edilmistir.

Cizelge 2.1. Calisilan Orobanche cumana popilasyonlarina ait bilgiler

Populasyon Populasyon Toplanma Birey

Numarasi Kodu Populasyon Adi Yih sayisi
1 AE2003 Avariz/Edirne 2003 17
2 LK2013 Liileburgaz/Kirklareli 2013 21
3 AD2018 Adana Bolgesi 2018 21
4 T2018 Tekirdag Bolgesi 2018 21
5 MT2013 Muratli/Tekirdag 2013 21
6 LE2013 Saridanigsment/Lalapasa/Edirne 2013 21
7 HT2016 Hayrabolu/Tekirdag 2016 21

Aygicegi tohumlar1 laboratuvarda %5°’lik ¢camasir suyu ile 3 tekrarli olarak 5 dk steril
edilmis ve 100 ml dH-0O’da yikanmistir. Aycicegi tohumlar1 her petride 10 tohum olacak
sekilde Tekirdag Namik Kemal Universitesi Ziraat Fakiiltesi Tarimsal Biyoteknoloji BoIumii

Molekiiler Genetik Laboratuvarinda ¢imlenmesi i¢in birakilmustir (Sekil 2.1).

Yeterli miktarda O. cumana bireyleri elde edebilmek i¢in canavar otu tohumlari
tartilmig (Cizelge 2.2) ve 1:2 oraninda perlit ve torf iceren homojen karigim hale getirilmistir.
Her populasyon igin 3 tekrarli olacak sekilde O. cumana igeren torf-perlit karigimlar: saksilara
dagitilmig, Tekirdag Namik Kemal Universitesi Ziraat Fakiiltesi Tarimsal Biyoteknoloji
Bolimu iklimlendirme odasinda saksilarin tizeri stre¢ film ile kapatilarak birakilmistir (Sekil
2.2).
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Cizelge 2.2. Calisilan populasyonlarda saksilara ekilen O. cumana tohum miktarlari

Popl)gcl)f:\jsa/on AE2003 LK2013 AD2018 T2018 MT2013 LE2013 HT2016
O. cumana

Tohum 157 177 342 331 313 100 100
Miktan (mg)

Sekil 2.1. Aygigegi tohumlarmin ¢imlendirilmesi

Sekil 2.2. Torf, perlit ve O. cumana tohumu karigimlarini i¢eren tzeri stre¢ film ile kapatilmis
saksilar

Aygigegi tohumlarinin petride ¢imlenmeye baglamasindan 3 giin sonra petrilerde
cimlenen aygicegi tohumlar1 alinip, iklimlendirme odasinda saksilara ekim islemleri
yapilmustir (Sekil 2.3). Her saksiya 3 tohum olacak sekilde ekimleri yapilmis ve ekim yapilan
saksilar sulandiktan sonra iizeri stre¢ film ile kapatilip iklimlendirme odasina birakilmustir.
Iklimlendirme odas1 16 saat 151k 8 saat karanlik, glindiiz 24 °C gece ise 18 °C olacak sekilde
ayarlanmistir. Saksilarda bitki ¢ikislart her giin kontrol edilmis, yaklasik bir ay siire ile belli
oranda ve gunlerde her saksiya esit miktarda su verilmistir. Bir aym sonunda ise ilk canavar

otlarmin ¢ikis1 gézlenmistir (Sekil 2.4). Diizenli olarak her saksida canavar otu ¢ikislar1 takip
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edilmis ve yeterli biiylikliikte olan canavar otlar1 drneklenerek, populasyon adi ve birey
numarasi ile etiketlenmis aliiminyum folyaya sarilarak DNA izolasyonuna kadar -20 °C’de
saklanmistir. Ornek toplanmasina her bir popiilasyon icin yeterli sayida drnek elde edilene
kadar devam edilmistir. Calismaya dahil edilen popiilasyonlarda canavar otu ¢ikislarinda
herhangi bir sorunla karsilasilmamis, tohum toplama yili ¢ok eski olsa dahi (Ornegin;
Avariz/Edirne 2003) tohumlarm yeterli miktarda ornek saglayacak sekilde canavar otu
bireyine doniistiigli gozlenmistir. 2 ayin sonunda saksilardan butlin 6rnekler toplanmis ve

yetistirme isine son verilmistir (Sekil 2.4).

TR TN I VI . S SR Y 1
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Sekil 2.4. Aygigegi ve O. cumana populasyonlarina ait bitkilerinin kontrollii kosullarda
yetistirilmesi ve canavar otu bireylerinin 6rneklenmesi
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2.2 DNA izolasyonu

Tez calismasinda DNA izolasyonuna oOrneklerin hazirlanmasi icin O. cumana
populasyonuna ait drnekler -20 °C’den alinip 6nce bistiri ile mekanik parcalama sonrasinda
santrifij tupdnin icerisine 100 ml dH.O ve 2 metal bilye eklenerek Retch MMA400
Vibrasyonlu 6giitiicii’de 30 frekansta 2 dk ezme islemi uygulanmistir. Tam olarak homojenize
olan ornekler cihazdan alinmig, tam homojenize olmayan Orneklere 2 dk daha 30 frekansta
ezme islemi uygulanmustir. Ornekleri vibrasyonlu &giitiiciiden aldiktan sonra ¢ok kisa bir
santrifiij yapilip, kapakta kalan oOrneklerin tip icerisine indirilmesi saglanmistir. DNA
izolasyonunda Dellaporta, Wood ve Hicks (1983) ile Doyle ve Doyle (1990) DNA izolasyon

metodunun birlikte kullanildigi modifiye metot kullanilmistir.
DNA izolasyonunda kullanilan yontemin basamaklari:

1) lyice ezildigine emin olunan drneklerin iizerine énceden hazirlanmis olan ve 65 °C’de bir

stire 1sitilmig olan 6ziitleme tamponundan 750 pl eklenmistir (Cizelge 2.3).

Cizelge 2.3. Calismada kullanilan 6ziitleme tamponu igerigi

Ana Stok 1X Son Konsantrasyon
1 M Tris-HCI 0,2 mi 200 mM
0,5M EDTA 0,1 ml 50 mM
4 M NaCl 0,5 ml 2M
%20 CTAB 0,1 ml %?2
14,3 M B- Mercaptoethanol 3ul %0,3
dH:0 0,1 ml -
Total 1 ml -

2) Metal bilyeler miknatis yardimiyla ¢ikartilarak ve her bir tiipe 0,025 g PVP eklenip, iyice
karigmasi i¢in vorteks yapilmistir.

3) Ornekler 65 °C 1siticil blokta 60 dk 700 rpm’de galkalanarak inkiibasyona birakilmistur.

4) Inkiibasyon islemi bittikten sonra &rneklerin iizerine 700 pl kloroform:izoamilalkol (C:I)

(24:1) eklenmis ve 10 dk vortekslenerek iyice karigmasi saglanmustir.
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5) 10 dk 10.000 rpm’de santrifiij yapilmis ve slipernatant kismindan 700 pl alinip 1,5 ml’lik
steril santrifiij tiiplerine aktarimistir.

6) Orneklerin iizerine 700 pl C:I (24:1) eklenmis ve 10 dk vortekslenerek iyice karismasi
saglanmigtir.

7) 10 dakika 10.000 rpm’de santrifiij yapilmig ve siipernatant kismindan 400 pl alnip 1,5
ml’lik steril santrifiij tiiplerine aktarilmigtir.

8) Orneklerin iizerine 500 pl soguk isopropanol, 60 ul 3 M sodyum asetat, 50 ul 5 M
potasyum asetat eklendikten sonra tiipler nazik¢e karigtirilmigtir ve -20 °C’de 2 saat
bekletilmistir.

9) 10 dk 13.000 rpm’de santrifiij yapildiktan sonra pelletin diismemesine dikkat edilerek
istteki s1vi kisim dokiilmiistiir ve tiipler ters ¢evrilerek pellet kisa bir siire kurutulmustur.
10) Pellet nazikge yerinden oynatildiktan sonra iizerine 1000 ul %70’lik etil alkol eklenmistir

ve 10 dk 13.000 rpm’de santrifiij yapilmustir.

11) 10. Basamak 2 veya 3 kez tekrar edilmistir.

12) Pelletin diismemesine dikkat edilerek iistteki sivi kisim dokiilmiis ve tiipler ters ¢evrilerek
pellet tamamen kuruyuncaya kadar ortalama 2 saat kurutulmustur.

13) Pellet 100 pl TE (10 mM Tris-HCL, 1 mM EDTA, pH:8) tamponu iginde ¢oziilmiis ve 37
°C’de 30 dk inkiibe edilmistir. 1zole edilen DNA’lar +4 °C’de saklanmustir (Sekil 2.5).
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Sekil 2.5. DNA izolasyonunun asamalar1
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2.3 Izole Edilen DNA Orneklerinde Miktar ve Kalite Tayini

DNA miktar1 ve kalite tayini NanoDrop 1000 Spectrophotometer V3.7 kullanilarak
Tekirdag Namik Kemal Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Zootekni Béliimii Biyometri Genetik
Anabilim Dali Laboratuvarinda yapilmistir (Sekil 2.6). izole edilen genomik DNA &rnekleri
50 ng/ul olacak sekilde sulandirildiktan sonra -20 °C’de muhafaza edilmistir (Sekil 2.7).

Thermo  4sDNA (Faclor: 50)

#15
A260 (10 mum): 2.987
A260/A280. 189

149.3 nghl

e \

Sekil 2.6. DNA miktar1 ve kalitesinin belirlenmesi

Sekil 2.7. Spektofotometrik 6l¢iimii yapilan drneklerin sulandirilmasi
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2.4 Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) ve Elektroforez

Cesitli literatiir arastirmalar1 sonucunda (Pineda-Martos vd., 2013; Pineda-Martos vd.,
2014a; Pineda-Martos vd., 2014b) O. cumana popiilasyonlarmin genetik cesitliligini
belirlemek i¢in kullanabilecegimiz SSR lokuslar1 taranmigs ve 8 SSR primer cifti tezde
kullanilmak {izere belirlenmistir. Tez ¢aligmasinda kullanilmak igin segilen SSR primerlerine
ait bilgiler Cizelge 2.4’te verilmistir. Primer ¢iftlerinin forward (ileri) primeri 5' uglarindan
DNA parca (fragment) analizi i¢in uygun olan boya ile (Applied Biosystems tarafindan
tescilli olan PET, NED, VIC ve FAM) isaretli olarak sentezlettirilmis ve Orneklerin

analizinde bu primeler kullanilmistir.

Cizelge 2.4. Calismada kullanilan SSR primerlerine ait bilgiler

SSR Primer dizisi (sekansi) 5° — 3’ Tekrar Twm
primerleri  [F: Forward (ileri) primer, R: Reverse (geri) primer] motifi (cC)*
OCUM-52 F:5-PET-CATGTCTAAGCTTTTGGCTCG-3’ (AG)10

R: CAAGACTTGGAACAAGCAAATC
OCUM-87 F:5-VIC-TTCTCGACAGCTTTGGGTAAA-3’ (TTC)1s

R: ATGCCAACTTCGAGTGATCC

OCUM-141 F:5’-6-FAM -CAGCAACTGTTTCTTCCATAGAG-3’ (CTT)e 62
R: TCCAAGAAGAGGAAAAGAAGTGA

OCUM-160 F: 5’-NED-TGAGGGTTTGTAAAGTGGGC-3’ (AG)7
R: CGTACCTTATCCCTCCGTCA

OCUM-70 F:5-NED-AAGCTGTAAACAATGCCTGAA-3’ (TG)u
R: CCTCCTCCAGTACCACTAGGC

OCUM-81 F:5’-6-FAM-TTACAAGGTGAAACCACCCA-3’ (CA)13

R: CAGCTACTGTCCGCAAGAAA

OCUM-108 F: 5’-VIC-TCGTTAATAAGTGGTTCACGAAAA-3’ (GTAT)e 58
R: TGACTAAAAATAAAATGTACGGGTG

OCUM-196 F:5-PET-GTATGTGCGCCCGTCTTG-3’ (GT)7
R: GGGGATGACTGTGTTTCGAT

*Tm= DNA 'nin erime sicakligi

PCR analizleri Pineda-Martos vd., (2014b) ¢alismasindaki reaksiyon kosullarinda ve
PCR dongtlerinde gerektiginde uygun optimizasyonlar kullanilarak yapilmistir. Calismada
kullanilan SSR primerleri i¢in PCR reaksiyon kosullar1 (Cizelge 2.5) ve PCR donguleri
(Cizelge 2.6) ilgili cizelgelerde sunulmustur. PCR analizinde PCR tiiplerine 2 ul her bir DNA
orneginden ve 13 pl PCR karigimindan eklenerek ornekler hazirlanmigtir. PCR analizleri
Applied Biosystems® Veriti® Thermal Cycler ve Applied Biosystems® ProFlex™ PCR
System Thermal Cycler kullanilarak yapilmistir (Sekil 2.8).
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Cizelge 2.5. Calismada kullanilan SSR primerleri i¢in PCR reaksiyon kosullar1

PCR Karisim 1X Son Konsantrasyon
10X Dream Taq Buffer 1,5 u 1X

dNTPs (10 mM) 0,45 ul 0,3 mM
Tleri Primer (10 pmol/pl) 0,8 ul 8 pmol
Geri Primer (10 pmol/pl) 0,8 ul 8 pmol
Tag DNA Polimeraz (5 U/ul) 0,3 ul 15U
DNA (50 ng/ul) 2 ul 100 ng

dH.O 9,15 ul -

Total 15 ul -

Cizelge 2.6. Calismada kullanilan SSR primerleri i¢in optimize edilen PCR donguleri

Basamak Sicakhk Sire Dongu
1 95 °C 5 dk 1
2 95°C 1 dk
3 Tm°C* 1dk 35
4 72 °C 1dk
5 72 °C 10 dk 1

*Tm= DNA 'nin erime sicaklig

£
Matniaaed

N1 T N ..

Sekil 2.8. PCR analizi asamalar1
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PCR sonrasinda elde edilen amplifikasyon iirlinleri elektroforez islemine kadar
aliminyum folyoya sarihp +4 °C’de bekletilmistir. PCR amplifikasyonunun basarili bir
sekilde gerceklestigini kontrol edebilmek igin, PCR firiinleri 2,5 pl Redsafe Nucleic Acid
Staining Solution igeren %2’lik agaroz jelinde 100 ml 1X TBE tamponunda 100 Voltta 60 dk
yiritilmistir (Sekil 2.9). Elektroforez isleminden sonra jeller UV 1sik altinda Gel Imaging

System Vilber Lourmat Quantum ST5 ile goriintiilenmistir.

Sekil 2.9. Agaroz jel elektroforezi islemleri

PCR drtnlerinin DNA par¢a (fragment) biiyiikliiklerinin belirlenmesi hizmet alimi
yolu ile gerceklestirilmistir. DNA parca analizi farkli florasan boya ile isaretlenmis primer
baglanma sicaklig1 ayni olan primerler miiltipleks olacak sekilde gruplanarak yapilmistir.
Grup 1 primerlerinin (Ocum-52, Ocum-87, Ocum-141 ve Ocum-160) baglanma sicakligi 62
°C’dir. Grup 2 primerlerinin (Ocum-70, Ocum-81, Ocum-108 ve Ocum-196) baglanma
sicaklhigr 58 °C’dir. Calistigimiz populasyonlardaki 6rneklerden fragment analizleri sonuglari
laboratuvarimiz da GeneMapper Software 5.0 (Applied Biosystems) programini kullanarak

degerlendirilmistir ve bir primer i¢in olusturulan pargalarin baz biiyilikliikleri belirlenmistir.
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2.5 Verilerin Istatistiksel Analizleri

Populasyonlarin gesitliligini ve genetik yapisini belirlemek igin her populasyonun
polimorfik lokuslarmi ve yiizdelerini, polimorfik lokuslardaki gozlenen allel sayilarini (Na),
etkili olan allel sayilarin1 (Ne), beklenen (He) ve gozlenen (Ho) heterozigotluk, Shannon
sabitini (I) ve standart hatalar1 hesaplanmistir. Popiilasyondaki polimorfizm degerinin
belirlenmesinde kullanilan énemli bir degisken olan Polimorfik Bilgi igerigi (PIC) degeri
Botstein vd. (1980) nin formiilii kullanilarak hesaplanmustir. Istatistiki analizler ile elde edilen
veriler GenAlEx [(Version 6.3) (Peakall ve Smouse, 2006) istatistik paket programi
kullanilarak degerlendirilmistir. Basamakli mutasyon modeline gére molekiiler varyans
analizinde (AMOVA) GenAIEx (Version 6.3) istatistik programindan yararlanilmistir.
Nei’nin (1987) populasyonlar arasindaki genetik farklilasma diizeyini belirleyebilmek ig¢in
Nei’'nin tarafsiz genetik mesafe ve benzerlik katsayilart hesaplanmistir (Nei, 1987).
Sonuglarm gorsel bir grafik lizerinde goriilebilmesi icin, Nei’nin tarafsiz genetik mesafe
katsayist ve UPGMA (Unweighted Pair-Group Method with Arithmetic Average)
kiimelendirme yontemi kullanilarak bir dendrogram olusturulmustur (Sneath ve Sokal, 1973).
Bu dendrogramin olusturulmasinda MEGAG6: Molecular Evolutionary Genetics Analysis
Version 6.0 programindan yararlanilmistir (Tamura, Stecher, Peterson, Filipski ve Kumar,
2013).

SSR lokus verileri kullanilarak g¢alisilan O. cumana populasyonlarinin benzerliklere
gore dagiliminin belirlenmesi i¢in STRUCTURE 2.3.4 istatistik programi kullanilmistir
(Pritchard, Stephens ve Donnelly, 2000). Bayesian temelli STRUCTURE analizi sonucunda
ayirt  edici  alleller  kullanilarak  ¢alisilan  6rnek  grubundaki  farkli  gruplar
belirlenmektedir. MCMC (Monte Carlo Markow Chain) zinciri sayist 500.000, periyot
uzunluk degeri 100.000 alinmis ve her K degeri i¢in 10 tekrar olacak sekilde program
calistirilmistir. Eldeki veri setine en uygun K degerinin belirlenmesi icin K=1’den K=10’a
kadar analizler yapilmistir (Evanno, Regnaut ve Goudet, 2005). STRUCTURE HARVESTER
programi kullanilarak en uygun K degeri belirlenmistir (Earl ve vonHoldt, 2012).
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3. BULGULAR

Tez calismasi kapsaminda calisilan bazi canavar otu bireylerine ait (Jel Uzerinde
populasyon numarasi-birey numarasi ile etiketlenmis) PCR analizleri sonucu elde edilen PCR

iiriinlerinin %2’lik agaroz jel goriintiileri Sekil 3.1-3.8’de verilmistir.

Ladder

T.ITIAIASRRRIsARTTTOICIL

OCUM-70

Sekil 3.2. OCUM-70 primerine ait PCR iirtinlerinin %2’lik agaroz jel géruntusu

100 AN v O FSU o Y o T o BT RN of MV o B Vo B o
L7000 BRSSO T RS S R oS T o o R o S S S TS B BT TR B
Ladder

UL LiL

OCUM-81

Sekil 3.3. OCUM-81 primerine ait PCR iirtinlerinin %2’lik agaroz jel géruntusu
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Ocum-87

Sekil 3.4. OCUM-87 primerine ait PCR {iriinlerinin %2’lik agaroz jel goriintiisii

OCUM-108

100

© o
bp <
Ladder

OCUM-141

Sekil 3.6. OCUM-141 primerine ait PCR iirlinlerinin %2’lik agaroz jel goriintiisii
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OCUM-160

Ladder

OCUM-196

Sekil 3.8. OCUM-196 primerine ait PCR {iriinlerinin %2’lik agaroz jel goriintiisii

Agaroz jel elektroforezi sonuglarma gore her bir SSR lokusu i¢in beklenilen
biiyiiklilkte PCR {irlinii varlig1 kontrol edildi. PCR iirlinii gozlenemeyen orneklerde PCR
analizleri tekrar edildi. Butin bireylerde beklenilen baz cifti (bg) araliginda bantlar
gOzlendikten sonra DNA parga (fragment) analizi yapildi DNA parca analizi sonucu
GeneMapper Software 5.0 programi yardimiyla incelenen SSR primerlerine ait allellerin

biiytikliikleri agagidaki sekillerde gosterilmistir (Sekil 3.9-3.16).
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Sekil 3.9

. OCUM-52 no’lu primere ait allellerin elektroferogram goruntisu
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Sekil 3.10. OCUM-70 no’lu primere ait allellerin elektroferogram goriintiisii
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Sekil 3.11. OCUM-81 no’lu primere ait allellerin elektroferogram goriintiisii
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Sekil 3.12. OCUM-87 no’lu primere ait allellerin elektroferogram gorintis
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OCUM-108
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Sekil 3.13. OCUM-108 no’lu primere ait allellerin elektroferogram goriintiisii

OCUM-141

o

188 be |

Sekil 3.14. OCUM-141 no’lu primere ait allellerin elektroferogram goriintiisii
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Sekil 3.16. OCUM-196 no’lu primere ait allellerin elektroferogram goriintiisii
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Bu tez calismasinda 8 populasyona (AE2003, LK2013, AD2018, T2018, MT2013,
LE2013, HT2016 ve K2019) ait canavar otu bireylerinin her birinin ¢alisilan sekiz SSR
(Ocum-52, Ocum70, Ocum-81, Ocum-87, Ocum-108, Ocum-141, Ocum-160 ve Ocum-196)

lokusunun sahip oldugu alleller belirlenmis ve frekanslar1 hesaplanmustir (Cizelge 3.1).

Cizelge 3.1. Calismada analiz edilen 8 SSR lokusuna ait allellerin canavar otu
populasyonlarindaki frekanslari

SSR Allel Frekanslar (f)

Lokusu " AE2003 k2013 AD2018 T2018 MT2013 LE2013 HT2016 K2019
110 0,029 0000 0000 0075 0024 0167 0024 0,500

0‘35“2”1' 128 0971 0524 1,000 0650 0929 0714 0524 0,500
136 0,000 0476 0000 0275 0048 0119 0452 0,000
101 0,000 0,000 0000 0000 0048* 0000 0,000 0,000

O°7“0m' 103 0088 0071 0000 0000 0000 0000 0071 0,000
105 0912 0929 1,000 1,000 0952 1,000 0,929 1,000
73 0,765 0,000 0000 0000 0048 0095 0,119 0,000

O%ulm- 85 0029 0024 0762 0548 0881 0071 0024 0,500
99 0206 0976 0238 0452 0071 0833 0,857 0,500
122 0,000 0000 0000 0000 0024 0024 0000 0,000

ocum. 125 0765 0976 0310 0786 0952 0595 0952 1,00

87 128 0,000 0,000 0,000 0,071 0,000 0,000 0,000 0,000

131 0,235 0,024 0,690 0,143 0,024 0,381 0,048 0,000

Ocum- 140 0912 0,143 1,000 0,643 0,976 0,857 0,214 1,000

108 144 0088 0857 0000 0357 0024 0143 0786 0,000

Ocum- 188 0,294 0,833 0,143 0,571 0,071 0,833 0,952 0,500

141 191 0706 0167 0857 0429 0929 0167 0048 0,500

Ocum- 130 0,647 0,000 0,119 0,214 0,619 0,452 0,095 0,500

160 134 0353 1000 0881 0786 0381 0548 0905 0,500

193 0,088 0,000 0,000 0,000 0,000 0,024 0,000 0,000

Ocum-

196 199 0,029 0,000 0,000 0,143 0,357 0,119 0,048 0,000

201 0,882 1,000 1,000 0,857 0,643 0,857 0,952 1,000

* Populasyona 0zgu (private) alleller
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Butin populasyonlara [Avariz/Edirne (AE2003), Liileburgaz/Kirklareli (LK2013),
Adana (AD2018), Tekirdag (T2018), Muratly/Tekirdag (MT2013),
Saridanisment/Lalapasa/Edirne (LE2013), Hayrabolu/Tekirdag (HT2016) ve
Kampiis/Tekirdag (K2019)] bakildiginda SSR lokuslarinin  hepsi polimorfik olarak
gozlenmistir. Popiilasyonlar tek tek incelendiginde ise K2019 ve AD2018 popiilasyonlarinin
polimorfizm ylzdesi %50, LK2013 popilasyonunun polimorfizm ylzdesi %75, T2018 ve
LE2013 popiilasyonlarinimn polimorfizm yiizdesi %87,50 ve AE2003, MT2013 ve HT2016

popiilasyonlarinin polimorfizm yiizdesi ise %100 olarak hesaplanmastir.

Calisilan SSR loksularinda Ocum-52 primeri AD2018 populasyonunda, Ocum-70
primeri AD2018, T2018, LE2013 ve K2019 popiilasyonlarinda, Ocum-87 primeri K2019
popilasyonunda, Ocum-108 primeri AD2018 ve K2019 popiilasyonlarinda, Ocum-160
primeri LK2013 populasyonunda ve Ocum-196 primeri LK2013, AD2018 ve K2019
popiilasyonlarinda monomorfik olarak gozlenmistir. Analizi yapilan canavar otu
popilasyonlarina ait bireylerin 8 SSR lokusunda toplam 22 allel olarak belirlenmistir. Tez
i¢in kullanilan SSR lokuslarinda en ¢ok allel Ocum-87 (4) primerinde gézlenmistir. Ocum-52,
Ocum-70, Ocum-81 ve Ocum-196 primerlerinde 3’er allel, Ocum-108, Ocum-141 ve Ocum-

160 primerlerin de ise 2’ser allel gozlenmistir (Cizelge 3.1).

Ocum-52 primerinde hesaplanan allel frekanslarma bakildiginda 110, 128 ve 136
b¢’lik alleller AD2018 popiilasyonu disindaki tiim popiilasyonlarda gézlenmistir. 110 bg
allelin en yiiksek frekans1 K2019 popiilasyonunda (f=0,500), 128 b¢ allelin en yiiksek frekansi
AE2003 popilasyonunda (f=0,971), 136 bc allelin ise en yiiksek frekans1 LK2013
popiilasyonunda (=0,476) g6zlenmistir (Cizelge 3.1).

Ocum-70 primerinde hesaplanan allel frekanslar1 incelendiginde 101 bg allel sadece
MT2013 popiilasyonunda goézlenmis ve popiilasyona 0Ozgii allel (private allel) olarak
degerlendirilmistir (f=0,048). 103 bg allel 3 popilasyonda (AE2003, LK2013 ve HT2016)
gbzlenmis olup en yiiksek frekans degeri 0,088 (AE2003) olarak hesaplanmistir (Cizelge 3.1).
105 be’lik allel ise tiim popiilasyonlarda gbzlenen yaygn alleldir (£~0,912).

Ocum-81 primerinde 73 bg’lik allel dort popiilasyonda gozlenmistir (AE2003,
MT2013, LE2013 ve HT2016). 85 ve 99 be’lik alleller ise tiim popiilasyonlarda gozlenmistir.
73 bg allelin en yiiksek frekans1t AE2003 popiilasyonunda (£=0,765), 85 b¢ allelin en yuksek
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frekanst MT2013 popiilasyonunda (f=0,881) ve 99 bg allelin en yiiksek frekansi LK2013
populasyonunda (f=0,976) hesaplanmistir (Cizelge 3.1).

Ocum-87 primerinde hesaplanan allel frekanslarina bakildiginda 125 bg’lik allel tim
popiilasyonlarda gézlenmistir (f>0,310). 122 bg¢ allel sadece MT2013 ve LE2013
populasyonlarinda diisiik frekansta gozlenmistir (f=0,024). 128 bg allel sadece T2018
popiilasyonunda gozlendiginden (f=0,071) popullasyona 0zgl (private) allel olarak
degerlendirilmektedir (Cizelge 3.1). 131 bg allel K2019 disinda diger popiilasyonlarda
gozlenmistir (en yliksek £=0,690).

Ocum-108 primerinde 140 ve 144 bg’lik iki allel gozlenmistir. 140 bg allel biitiin
popilasyonlarda gozlenen yaygin alleldir. AD2018 ve K2019 popilasyonlar1 disindaki alt
popilasyonda 144 bg allel gozlenmistir. 144 bc allelin en yiksek frekansi LK2013
popilasyonunda (f=0,857) hesaplanmistir (Cizelge 3.1).

Ocum-141 primerinde 188 ve 191 bg olmak dzere toplam iki allel tim
popiilasyonlarda gozlenmistir. 188 baz ciftinin en yiiksek frekanst HT2016 popilasyonunda
(f=0,952), 191 baz c¢iftinin en yiiksek frekansi ise MT2013 popllasyonunda (f=0,929)
hesaplanmistir (Cizelge 3.1).

Ocum-160 primerinde hesaplanan allel frekanslarma bakildiginda 130 ve 134 bg’lik
alleller gozlenmistir. 130 bg allel LK2013 populasyonu disinda diger populasyonlarin
timinde bulunmaktadir. 134 bg allel ise biitiin popiilasyonlarda farkli frekanslarda gozlenen
yaygm alleldir. 130 bc allelin en yiiksek frekansi AE2003 populasyonunda (f=0,647)
hesaplanmistir. 134 bg allelin en yiiksek frekansi ise LK2013 popiilasyonunda (f=1.000)
hesaplanmustir (Cizelge 3.1).

Ocum-196 primeri incelendiginde 193, 199 ve 201 bg’lik alleller gézlenmistir. 193 bg
allel AE2003 ve LE2013 popiilasyonlarinda diisiik frekansta gozlenmistir. 199 bg allel 5
popiilasyonda gozlenmis olup en yliksek frekans1 0,357 ile MT2013 popiilasyonunda
hesaplanmistir (Cizelge 3.1). 201 bg allel biitiin popiilasyonlarda gozlenen yaygin alleldir
(f>0,643).

Caligmada kullanilan canavar otu populasyonlarinin genetik ¢esitlilik parametreleri ve

PIC degerleri Cizelge 3.2°de sunulmustur.
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Cizelge 3.2. Calisilan canavar otu populasyonlarna ait genetik cesitlilik parametreleri

Populasyon Lokus N* Na* Ne* I* Ho* He* PIC*

OCUM52 17 2,000 1,061 0,133 0,059 0,057 0,055

OCuM70 17 2,000 1,192 0,298 0,176 0,161 0,148

OCuMS81 17 3,000 1,592 0,634 0,059 0,372 0,321

OCuUM87 17 2,000 1,562 0,546 0,118 0,360 0,295

AE2003 OCuM108 17 2,000 1,192 0,298 0,059 0,161 0,148

ocumMi4lr 17 2,000 1,710 0,606 0,118 0,415 0,329

OoCcuMieo 17 2,000 1,841 0,649 0,353 0,457 0,353

OoCuMi1% 17 3,000 1,270 0,428 0,059 0,213 0,199

Ortalama 17 2250 1,427 0449 0125 00274 0,231
(0,164) (+0,101) (#0,067) (+0,036) (0,051)

OCUM52 21 2,000 1,995 0,692 0,952 0,499 0,374

OCuM70 21 2,000 1,153 0,257 0,143 0,133 0,123

OCuMS81 21 2,000 1,049 0,113 0,048 0,046 0,046

OCuM87 21 2,000 1,049 0,113 0,048 0,046 0,046

ocum108 21 2,000 1,324 0,410 0,000 0,245 0,215

LK2013 OCuM141 21 2,000 1,385 0,451 0,048 0,278 0,240

OCuM160 21 1,000 1,000 0,000 0,000 0,000 0,000

OCuM196 21 1,000 1,000 0,000 0,000 0,000 0,000

Ortalama 21 1,750 1,244 0254 0,55 0,156 0,130
(£0,164) (+0,119) (+0,087) (#0,115) (0,062)

OCUM52 21 1,000 1,000 0,000 0,000 0,000 0,000

OCuM70 21 1,000 1,000 0,000 0,000 0,000 0,000

OCuMS81 21 2,000 1,569 0,549 0,190 0,363 0,297

OCuM87 21 2,000 1,747 0,619 0,238 0,427 0,336

AD2018 OCUM108 21 1,000 1,000 0,000 0,000 0,000 0,000

ocumi4lr 21 2,000 1,324 0,410 0,000 0,245 0,215

OoCuMi1e0 21 2,000 1,265 0,365 0,048 0,210 0,188

OCuM196 21 1,000 1,000 0,000 0,000 0,000 0,000

Ortalama 21 1,500 1,238 0,243 0,060 0,156 0,130
(£0,189) (+0,104) (+0,096) (+0,035) (+0,063)

OCUM52 21 3,000 1,985 0,829 0,500 0,496 0,427

OCUMT70 21 1,000 1,000 0,000 0,000 0,000 0,000

OCUMS81 21 2,000 1,982 0,689 0,429 0,495 0,373

OCUM87 21 3,000 1,556 0,656 0,429 0,357 0,325

ocuMi108 21 2,000 1,849 0,652 0,143 0,459 0,354

T2018 ocuMi4lr 21 2,000 1,960 0,683 0,286 0,490 0,370

OoCuMi160 21 2,000 1,508 0,520 0,143 0,337 0,280

OCuM196 21 2,000 1,324 0,410 0,000 0,245 0,215

Ortalama 21 2,125 1645 0555 0241 0,360 0,293
(£0,227) (#0,128) (+0,091) (+0,070) (+0,061)
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Cizelge 3.2 (Devam)

Populasyon Lokus N* Na* Ne* I* Ho* He* PIC*

OCUM52 21 3,000 1,156 0,303 0,143 0,135 0,130

OCuM70 21 2,000 1,100 0,191 0,000 0,091 0,087

OCuUMS81 21 3,000 1,276 0,0445 0,048 0,217 0,205

OCuUM87 21 3,000 1,101 0,224 0,095 0,092 0,091

MT2013 OCUMI108 21 2,000 1,049 0,113 0,048 0,046 0,046

ocumMi4lr 21 2,000 1,153 0,257 0,048 0,133 0,123

OCuM160 21 2,000 1,893 0,665 0,095 0,472 0,360

OCuM196 21 2,000 1,849 0,652 0,143 0,459 0,354

Ortalama 21 2,375 1,322 0356 0,077 0,205 0,174
(0,183) (£0,122) (#0,074) (0,018) (0,059)

OCUM52 21 3,000 1,811 0,792 0,429 0,448 0,405

OCuM70 21 1,000 1,000 0,000 0,000 0,000 0,000

OCuMS81 21 3,000 1,411 0,564 0,143 0,291 0,272

OCuM87 21 3,000 2,000 0,765 0,810 0,500 0,397

LE2013 OoCumM108 21 2,000 1,324 0,410 0,095 0,245 0,215

ocumMi41r 21 2,000 1,385 0,451 0,143 0,278 0,240

OCuM160 21 2,000 1,982 0,689 0,143 0,495 0,373

OCuM196 21 3,000 1,334 0,474 0,095 0,251 0,229

Ortalama 21 2375 1531 0518 0,232 0,313 0,266
(0,263) (£0,127) (#0,090) (0,093) (+0,059)

OCUM52 21 3,000 2,085 0,787 0,952 0,520 0,408

OoCuM70 21 2,000 1,153 0,257 0,143 0,133 0,123

OCuMS81 21 3,000 1,334 0,474 0,095 0,251 0,229

OCuM87 21 2,000 1,100 0,191 0,095 0,091 0,087

HT2016 OCUM108 21 2,000 1,508 0,520 0,238 0,337 0,280

ocumMi41r 21 2,000 1,100 0,191 0,000 0,091 0,087

OCuM160 21 2,000 1,208 0,314 0,095 0,172 0,157

OCuM196 21 2,000 1,100 0,191 0,000 0,091 0,087

Ortalama 21 2,250 1,323 0,366 0,202 0,211 0,182
(£0,164) (0,120) (+0,075) (#0,110) (+0,054)

OCUM52 2,000 2,000 0,693 1,000 0,500 0,375

OCUMT70 1,000 1,000 0,000 0,000 0,000 0,000

OCUMS81 2,000 2,000 0,693 1,000 0,500 0,375

OCUMS87 1,000 1,000 0,000 0,000 0,000 0,000

OCuM141 2,000 2,000 0,693 1,000 0,500 0,375

OCUM160 2,000 2,000 0,693 1,000 0,500 0,375

OCUM196 1,000 1,000 0,000 0,000 0,000 0,000

3
3
3
3
K2019 OCUM108 3 1,000 1,000 0,000 0,000 0,000 0,000
3
3
3
3

Ortalama 1500 1500 0347 0500 0250 0,188
(¥0,189) (+0,189) (#0,131) (+0,189) (0,094)

2,016 1,404 0,386 0,199 0,241

(£0079) (:0,046) (+0,033) (¢0,037) (0,023) O1%

Toplam Ortalama

*N = ornek sayisi, Na = gozlenen allel sayisi, Ne = etkili allel sayisi, I = Shannon sabiti, H, = g0zlenen
heterozigotluk, He = beklenen heterozigotluk (Nei 1987), PIC = Polimorfik bilgi icerigi, + standart hata.
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Cizelge 3.2°deki genetik cesitlilik parametreleri incelendiginde; lokus basmna diisen
ortalama allel sayisi (Na) 1,500 (K2019 popilasyonu) ile 2,375 (MT2013 ve LE2013
popiilasyonlar1) arasinda, lokus basmma diisen etkili allel sayis1 (Ne) ise 1,238 (AD2018
popiilasyonu) ile 1,645 (T2018 popiilasyonu) arasinda degistigi gozlenmistir. G6zlenen en
yiiksek allel sayis1t MT2013 ve LE2013 popiilasyonlarinda (19 allel), en diisiik allel sayis1 ise
K2019 popiilasyonunda (12 allel) olarak belirlenmistir. Tiim popiilasyonlara bakildiginda
ortalama Ne degeri 1,404 + 0,046 olarak bulunmustur. Popiilasyonlarin i¢indeki
varyasyonlarin belirlenmesi i¢in kullanilan Shannon sabiti (I), en yiiksek degeri T2018
popiilasyonunda (0,555 £ 0,091), en diisiik degeri ise AD2018 popiilasyonunda (0,243 =+
0,096) hesaplanmistir. Calisilan sekiz popiilasyon i¢in Shannon sabiti ortalamasi 0,386 =+
0,033 olarak bulunmustur. Nei (1987)’ye gore He (beklenen) ve Ho (g6zlenen) heterozigotluk
degerleri tek tek hesaplanmustir (Cizelge 3.2). Gozlenen heterozigotluk degeri (Ho) en yuksek
0,500 * 0,189 olarak K2019 popilasyonunda, en diisiik ise 0,060 + 0,035 olarak AD2018
popilasyonunda bulunmustur. Beklenen heterozigotluk degeri (He) ise en yiksek 0,360 *
0,061 olaral T2018 popilasyonunda, en diisiik ise LK2013 popilasyonunda 0,156 * 0,062 ve
AD2018 populasyonunda 0,156 =+ 0,063 olarak bulunmustur. Ortalama beklenen
heterozigotluk degeri (0,241 + 0,023) ortalama g6zlenen heterozigotluk degerinden (0,199 +
0,037) bir miktar yiiksek bir degerde gézlenmistir. Tez ¢alismasinda kullanilan sekiz SSR
lokusuna ait PIC (Polimorfik Bilgi igerigi) degerleri tiim popilasyonlar i¢in ayri ayri
hesaplanmistir (Cizelge 3.2). En yiiksek deger 0,293 olarak T2018 popiilasyonunda, en diisiik
deger ise 0,130 olarak LK2013 ve AD2018 popilasyonlarinda hesaplanmistir. Ocum-52,
Ocum-81, Ocum-141 ve Ocum-160 primerlerinin PIC degerleri digerlerine gore daha yiiksek
oranda hesaplanmistir (siras1 ile 0,272, 0,265, 0,247, 0,261).

Genetik ¢esitliligin - kaynakgmi belirlemek igin ¢alisilan sekiz canavar otu
populasyonunda basamakli mutasyon modeline gore molekiiler varyans analizi (AMOVA)
yapilmistir. AMOVA sonuglarina gore, genetik ¢esitliligin %53 oraninda popilasyon iginde
oldugu, %47 oraninda ise popullasyonlar arasinda oldugu belirlenmistir (Cizelge 3.3). Butin
lokuslar ele alindiginda Fst degeri 0,371, Fis degeri 0,342 ve Fir degeri ise 0,586 olarak
bulunmustur. Populasyonlar arasi gen akimi orant (Nm) genetik g¢esitliligin dagilimimni
belirleyen onemli faktorlerdendir. Bu tez calismasinda Fst degerleri kullanilarak tiim
populasyonlar hep birlikte degerlendirildiginde Nm degeri her bir kusakta ortalama 0,424

olarak hesaplanmustur.
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Cizelge 3.3. Basamakli mutasyon modeline gore yapilan molekiiler varyans analizi sonuglari

Varvaontayuap GRS e M varyans 09
Populasyonlar-arasi 7 313,522 2,343 %47
Populasyonlar-igi 138 368,266 2,669 %53

Toplam 145 681,788 5,012 %100

Populasyonlar arasindaki genetik uzaklik veya benzerlik Nei’nin tarafsiz genetik
benzerlik veya farklilik katsayilar1 kullanilarak belirlenmistir (Nei, 1987). Calismada
kullanilan SSR lokusuna ait bilgiler ile genetik benzerlik ve genetik mesafe degerleri (Cizelge
3.4) verilmistir. Genetik uzaklik degerleri 0,001 ile 0,536 arasinda, genetik benzerlik degerleri
ise 0,585 ile 0,999 arasinda degismektedir. Cizelge 3.4’te verildigi iizere genetik mesafe
degeri en diisiik (0,001) Hayrabolu/Tekirdag (HT2016) ile Liileburgaz/Kirklareli (LK2013)
popiilasyonlar1  arasinda, en yiksek (0,536) Muratli/Tekirdag (MT2013) ile
Lileburgaz/Kirklareli (LK2013) populasyonlar1 arasinda bulunmustur.

Cizelge 3.4. Nei (1987)’ye gore hesaplanan genetik benzerlik ve genetik mesafe degerleri

Populasyonlar AE2003 LK2013 AD2018 T2018 MT2013 LE2013 HT2016 K2019

AE2003 il 0,411 0,181 0,167 0,134 0,150 0,364 0,108
LK2013 0,663 HAK 0,445 0,111 0,536 0,162 0,001 0,244
AD2018 0,834 0,641 HAK 0,117 0,131 0,204 0,447 0,145
T2018 0,846 0,895 0,890 HAK 0,133 0,071 0,101 0,032
MT2013 0,874 0,585 0,877 0,876 HAK 0,271 0,515 0,083
LE2013 0,861 0,850 0,815 0,931 0,762 ookl 0,129 0,058
HT2016 0,695 0,999 0,640 0,904 0,598 0,879 il 0,219
K2019 0,898 0,784 0,865 0,968 0,921 0,943 0,803 il

-sol alt diyagonal: genetik benzerlik, sag iist diyagonal: genetik mesafe degerlerini gostermektedir.

UPGMA kiimelendirme yontemi kullanilarak elde edilen veriler siniflandirilmis ve
genetik farklilasmanm goresel olarak izlenebilmesi i¢in dendogram olusturulmustur (Sekil
3.17). UPGMA dendrogram: incelendiginde c¢aligilan popiilasyonlarm 2 gruba ayrildigi
gozlenmistir. 1. grupta Edirne, Tekirdag ve Adana’dan 0Orneklenen 6 popilasyon
[Avariz/Edirne (AE2003), Adana (AD2018), Tekirdag (T2018), Muratly/Tekirdag (MT2013),
Saridanisment/Lalapasa/Edirne (LE2013) ve Kampiis/Tekirdag (K2019)] yer alirken, 2.
grupta Kirklareli ve Tekirdag’dan Orneklenen 2 popiilasyonun [Luleburgaz/Kirklareli
(LK2013) ve Hayrabolu/Tekirdag (HT2016)] yer aldig1 gozlenmistir. P. aegyptiaca’ya ait
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ornekler dis grup olarak ¢aligmaya dahil edilmis olmasina ragmen dendogramda ayr1 bir grup

olarak gozlenmemistir.

T2018
K2019

| LE2013
AE2003
AD2018
— MT2013
- LK2013
L HT2016

0.15 010 0.05 0.00

Sekil 3.17. Canavar otu popilasyonlarinin genetik mesafe degerlerine gore olusturulmus
UPGMA dendrogrami

SSR lokus verilerine gore populasyonlarin genetik yapisini ve popiilasyondaki
bireylerin hangi grupta yer aldigmin belirlenmesi icin STRUCTURE analizi yapilmistir. K
degeri 1-10 olarak programa girilmis, en ideal K degeri STRUCTURE HARVESTER
programi kullanilarak elde edilmistir (Sekil 3.18). Calisilan populasyonlarda en yiiksek AK
degerinin elde edildigi grup sayis1 iki (K=2) olarak belirlenmistir (Sekil 3.19). Bayesian
temelli STRUCTURE analizine gére ¢alisilan sekiz populasyonun 2 farkli gruba ayrildigi
gozlenmis olup, elde edilen sonuglarin UPGMA dendogramu ile uyumlu oldugu belirlenmistir
(Sekil 3.20). 1. grupta (Yesil) Avariz/Edirne (AE2003), Adana (AD2018), Tekirdag (T2018),
Muratly/Tekirdag (MT2013), Saridanigsment/Lalapasa/Edirne (LE2013) ve Kampiis/Tekirdag
(K2019) popiilasyonlar1 yer alirken, 2. grupta (Kirmizi) Liileburgaz/Kirklareli (LK2013) ve
Hayrabolu/Tekirdag (HT2016)] popiilasyonlarinin yer aldig1 gézlenmistir (Sekil 3.20).
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Sekil 3.18. STRUCTURE analizi i¢in ideal K degerinin belirlendigi DeltaK grafigi

K Reps Mean LnP(K) Stdev LnP(K) Ln'(K) ILn"(K)! Delta K
3 10 -1418.500000 0.221108 — — —_
2 10 -1083.210000 0.251440 335.290000 249.580000 992.601442
<L) -997.500000 2.796029 85.710000 0.160000 0.057224
4 10 -911.630000 0.743938 85.870000 90.930000 122.227851
5 10 -916.690000 4.804963 -5.060000 31.270000 6.507855
6 10 -890.480000 62.448322 26.210000 43.060000 0.689530
7 10 -821.210000 1.125907 69.270000 91.420000 81.196757
8 10 -843.360000 9.494115 -22.150000 10.800000 1.137547
9 10 -854.710000 11.394487 -11.350000 25.790000 2.263375
i0 10 -891.850000 14.834962 -37.140000 —_ —_

Sekil 3.19. Structure Harvester programindan elde edilen K degeri tablosu

1.00
0.80
0.60
0.40
0.20

0.00
AE2003 LK2013 AD2018 T2018 MT2013 LE2013 HT2016 K2019

Sekil 3.20. SSR lokus verilerinin STRUCTURE analizi (K=2) sonucunda ¢alisilan canavar
otu popiilasyonlarinin benzerliklere gore dagilimi (2 farkli grup; Kirmizi ve Yesil)

36



4. SONUC VE ONERILER

Tez galigmasinda farkli illerden (Edirne, Kirklareli, Tekirdag ve Adana) Orneklenen
yedi O. cumana popiilasyonlarina ait tohumlar ve Universitemiz kampusinden drneklenen P.
aegyptiaca’ya ait bireylerin doku ornekleri kullanmilmustir. Calisilan populasyonlara ait
tohumlar kontrollii olarak canavar otuna hassas Ozdemirbey aycicegi ¢esidi kullanilarak
yetistirilmistir. Cigeklenmeden 6nce toplanan doku drneklerinden genomik DNA izolasyonu
yapilarak, Ocum-52, Ocum-70, Ocum-81, Ocum-87, Ocum108, Ocum-141, Ocum-160 ve
Ocum-196 SSR primerleri ile genetik karakterizasyon ve ¢esitlilik analizi yapilmistir. Genetik
cesitliligin belirlenmesi i¢in her bir popililasyondaki 6rnek sayist (N), gozlenen allel sayisi
(Na), etkili allel sayis1 (Ne), Shannon sabiti (1), gbzlenen heterozigotluk (Ho), beklenen
heterozigotluk (He) ve polimorfik bilgi igerigi (PIC) gibi genetik olan parametreler
belirlenmistir. AMOV A analizi ile genetik varyasyonun kaynagi belirlenmis, Nei (1987)’ye
gore hesaplanan genetik benzerlik ve mesafe degerleri ile dendogram olusturulmustur.
Populasyonlarin genetik yapisini ortaya ¢ikarmak i¢in STRUCTURE analizi yapilmistir.
Yapilan istatistiki analizlere gore ulkemizden 6rneklenen canavar otu popilasyonlarinin

genetik yapisi ve g¢esitliligi hakkinda degerli bilgiler elde edilmistir.

Literatiir taramalar1 sonucunda canavar otunun zararlari, micadele yontemleri,
biyolojik ve kimyasal miicadelenin etkileri, tarlalardaki bulas riskleri ve yogunluklari, canavar
otu konake1 iliskisi, irk belirleme gibi ¢esitli ¢alismalara rastlanmistir. Bitki biyoteknolojisi
alaninda 6zellikle molekiler belirteclerin gelismesi ile birlikte bir¢ok bitki tiiriinde genetik
karakterizasyon, genetik cesitlilik ve filogenetik iliski ile ilgili ¢alismalar yogun bir sekilde
yapilmaya baslanmistir. Canavar otu ile ilgili genetik cesitlilik iizerine yapilan ilk ¢alismalar
biyokimyasal belirteglerin kullanimi ile baglamistir. Izoenzim belirteglerini kullanarak
Orobanche cinsinde genetik ¢esitliligin belirlendigi ¢alismalar bu alandaki ilk c¢aligmalar
olarak bilinmektedir (Castejon-Munoz, Suso, Romero-Munoz ve Garcia-Torres, 1991;

Verkleij, Janssen ve Pieterse, 1986).

Molekiiler belirte¢ teknolojisinin geligsmesi ile dominant belirteg tipleri kullanilarak
caligmalar devam etmistir. Canavar otu tiirlerinde RAPD (Brault vd., 2007; Gagne vd., 1998;
Ivanovic vd., 2021; Katzir, Portnoy, Tzuri, Castejon-Munoz ve Joel, 1996; Molinero-Ruiz
vd., 2014; Paran, Gidoni, Jacobsohn, 1997; Roman vd., 2001; Roman vd., 2002), ISSR
(Benharrat, Thalouarn, Theodet ve Veronesi, 2002), AFLP (Gagne vd., 2000; Vaz-Patto vd.,
2008), SSR (Belay vd., 2020; Bilgen vd., 2019; Guchetl, Antonovave Tchelustnikova, 2014a;
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2014b; Martin-Sanz vd., 2016; Pineda-Martos vd., 2013; Pineda-Martos vd., 2014a; Pineda-
Martos vd., 2014b) belirtecleri kullanilarak ¢alismalar yapilmistir. SSR belirteclerinin son
yillarda kullanim1 yuksek derecede polimorfik olmalari, kodominant ve ¢ok allelli olmasi gibi

avantajlar1 nedeniyle tercih edilmektedir.

Bu tez caligmasinda kullanilan SSR lokuslar1 polimorfik olarak belirlenmistir.
Poptlasyon dizeyinde inceledigimizde AD2018 populasyonunda Ocum-52, AD2018, T2018,
LE2013 ve K2019 populasyonlarinda Ocum-70, K2019 populasyonunda Ocum-87, AD2018
ve K2019 poptulasyonlari Ocum-108, LK2013 poptlasyonu Ocum-160 ve AD2018 ve K2019
populasyonlari ise Ocum-196 primerleri monomorfik olarak belirlenmistir. AE2003, MT2013
ve HT2016 popiilasyonlarmin polimorfizm oran1 %100 olarak belirlenmistir. ispanya’da 50
O. cumana populasyonunun genetik gesitliligini belirlemek tizere 15 SSR lokusu ile yapilan
caligmada, tez calismamizda kullandigimiz ayni1 SSR lokuslar1 kullanilmis ve tiim lokuslarin
polimorfik oldugu bildirilmistir (Pineda-Martos vd., 2013). Guchetl vd. (2014a, 2014b)
tarafindan Rusya, Kazakistan ve Romanya’dan Orneklenen O. cumana populasyonlarinda
genetik benzerligi belirlemek tizere 9 SSR lokusu (7 tanesi tez ¢alismamiz ile ayni)
kullanilmis ve lokuslar polimorfik olarak saptanmistir. Pineda-Martos vd. (2014a; 2014b)
tarafindan yapilan ¢alismalarda da ¢alisilan SSR lokuslarmin polimorfik oldugu belirtilmistir.
Bilgen vd. (2019) tarafindan Trakya Bdélgesinden 6rneklenen 6 popiilasyonda tez ¢alismamiz

ile ayn1 SSR lokuslar1 kullanilmis ve polimorfizm orani %100 olarak hesaplanmustir.

Polimorfik bilgi igerigi (PIC), molekiiler belirte¢lerin sahip oldugu allellere ve bu
allellerin popiilasyondaki dagilimma dayali olarak molekiiler belirtecin polimorfizmi
saptamadaki giiciinii gosteren onemli bir degerdir. Bu tez ¢alismasinda kullanilan sekiz SSR
lokusunun Na ve PIC degerleri ile literatiirde ayni lokuslarla yapilan ¢alismalarin N, ve PIC
degerlerinin karsilagtirilmasi Cizelge 4.1°de sunulmustur. Tez c¢alismasinda en yiksek PIC
degeri Ocum-52 primerinde (0,272), en diisiik PIC degeri Ocum-70 primerinde (0,060)
hesaplanmistir. Bilgen vd. (2019) calismasinda PIC degeri Ocum-81 primerinde en yiksek
(0,532), Ocum-141 primerinde ise en disiik (0,157) olarak bildirilmistir. Pineda-Martos vd.,
(2014a)’da ise PIC degeri Ocum-160 primerinde en yuksek (0,685), Ocum-52 primerinde ise
en disiik (0,449) olarak bildirilmistir. Calismalarm sonuglarma goére ¢alisilan SSR
lokuslarinin sahip oldugu alleller g6z 6niine alindiginda PIC degeri hesaplamalarina gore
secilen belirteclerin orta derecede (0,25<PIC<0,5) bilgi verici (informative) oldugu

soylenebilmektedir. Orneklemenin yapildig1 cografik alan ve calisilan drnek sayisi farkl
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olmas1 nedeniyle ¢aligmalar arasinda ufak farkliliklarin meydana ¢ikmasi ve PIC degerlerinin
nispeten diisik ¢ikmasi muhtemeldir. Ziadi vd. (2018)’nin ¢alismasinda Tiirkiye’den
orneklenen 9 O. cumana popiilasyonunda 24 SSR belirteci ile analizler yapilmis ve tez
calisgmamizla ortak olan 4 SSR lokusunda (0,849>PIC>0,484) nispeten daha yuksek oranda
PIC degerleri hesaplanmigtir. Duca vd. (2021) tarafindan yapilan g¢alismada Moldova,
Romanya, Bulgaristan, Sirbistan, Tiirkiye ve Cin’den 6rneklenen toplam 33 popiilasyonda 15
SSR lokusu kullanilarak yapilan ¢alismada PIC degeri 0,490 (Ocum-206) ile 0,897 (Ocum-
197) arasinda bulunmustur (Ortalama PIC degeri=0,745) (Duca, Mutu ve Clapco, 2021).

Calismada kullanilan sekiz SSR lokusunda toplamda 22 allel gozlenmistir (Lokus
basina diisen ortalama allel sayis1 2,75). En yiiksek allel sayis1 Ocum-87 primerinde olup 4
allel olarak bulunmustur. Ocum-52, Ocum-70, Ocum-81 ve Ocum-196 primerinde 3 allel
gbzlenirken, en disiik allel sayist olarak Ocum-108, Ocum-141 ve Ocum-160 primerinde 2
allel gozlenmistir. Bilgen vd. (2019) tarafindan yapilan ¢alismada ayn1 SSR lokusunda toplam
allel sayis1 23 olarak bildirilmistir. Calismada en yiksek allel sayis1 Ocum-81 primerinde 6
allel olarak bulunmustur. Ocum-52, Ocum-87 ve Ocum-196 primerleri 3 allel iken, en diistik
allellere sahip olan Ocum-70, Ocum-108, Ocum-141 ve Ocum-160 primerlerinde 2 allel
bulunmustur. Pineda-Martos vd. (2014a) makalesinde ise yine ayn1 SSR lokuslarinda toplam
32 allel gozlenmistir. Ocum-70, Ocum-81 ve Ocum-87 primerlerinde en yiksek sayida allel
gozlenirken, en diisik sayida allel Ocum-52, Ocum-108 ve Ocum-196 primerlerinde
gbzlenmistir. Kalan 2 (Ocum-141 ve Ocum-160) primerde ise 4 allel bulunmustur (Cizelge
4.1).

Guchetl vd. (2014a)’nin 24 O. cumana popiilasyonunda yaptig1 ¢alismasinda Ocum-87
icin 4 allel, Ocum-70 i¢in 3 allel ve diger primerler i¢in 2 allel gézlendigi belirtilmistir. Ziadi
vd. (2018)’nin ¢aligmasinda tez ¢alismamizla ortak olan 4 SSR lokusunda (Ocum-52, Ocum-
81, Ocum-87 ve Ocum-196) 4 ile 8 arasinda allel goézlendigi bildirilmistir. Toplamda ¢alisilan
24 SSR lokusunun allel sayilar1 ve PIC degerleri géz Oniine alindiginda ¢alisilan
popiilasyonlarin genetik cesitlilik agisindan 3 gruba boliinecegi belirtilmistir. Belay vd.
(2020)’nin O. crenata tiiriinde 96 birey kullanarak yaptigi ¢alismada ise Ocum-52 igin 7 allel,
Ocum-81 igin 11 allel gozlenmistir. Literatirde O. cumana i¢in farkli cografik bolgelerden
toplanan farkli sayida bireyle yapilan ¢aligmalarmm gozlenen SSR alleli sayis1 bakimindan
birbiri ile uyumlu oldugu goriilmiistiir. O. crenata gibi farkl tiirde ayn1 SSR lokuslarmin daha

yiiksek allel sahibi oldugu belirlenmistir.
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Cizelge 4.1. Calismada kullanilan SSR primerilerine ait gbzlenen allel sayis1 ve polimorfik
bilgi icerigi (PIC) degerlerinin karsilastirilmasi

Tez Calismasi Bilgen vd. 2019 Pineda-Martos vd. 2014a

SSR Lokus Na PIC Na PIC Na PIC

Ocum-52 3 0,272 3 0,268 3 0,449
Ocum-70 3 0,060 2 0,217 5 0,672
Ocum-81 3 0,265 6 0,532 5 0,542
Ocum-87 4 0,197 3 0,263 5 0,642
Ocum-108 2 0,157 2 0,318 3 0,489
Ocum-141 2 0,247 2 0,157 4 0,625
Ocum-160 2 0,261 2 0,338 4 0,685
Ocum-196 3 0,136 3 0,172 3 0,535

Genetik cesitliligin belirlenmesinde popiilasyona 6zgii (private) alleller en dnemli
Olcltlerden birisidir. Bu tiir alleller popiilasyonda ilk defa karsilasiliyorsa takibi yapilarak
canavar otu tlirlerinde 1k teshisine yardimci olabilmek i¢in kullanilabilirler. Tez ¢alismasinda
T2018 (Tekirdag-2018) ve MT2013 (Muratl/Tekirdag-2013) populasyonlarinda sirayla
Ocum-87 (128 bg allel) ve Ocum-70 (101 bg allel) lokuslarina ait birer tane populasyona 6zgu
allel belirlenmistir. Bilgen vd. (2019) tarafindan Trakya popiilasyonlarinda yapilan ¢alismada
da Ocum-196 (193 bg), Ocum-52 (124 bg) ve Ocum-81 (77 bg) lokuslarina ait toplam 3 adet
popiilasyona 0zgli allel bildirilmistir. Bilgen vd. (2019)’nin  Avariz/Edirne2012
popilasyonunda Ocum-196 primerinde g6zlenen 193 bg allel, tez calismamizda yine ayni
bolgenin farkli yilda toplanmis olan (AE2003) populasyonunda ve yakin bolgedeki diger bir
popuilasyonda (LE2013) nispeten diisiik frekansta gozlenmistir. Pineda-Martos vd. (2014b)
tarafindan yapilan ¢alisma ise 14 populasyondan sadece 1 tanesinde populasyona 6zgu allel

bildirilmistir.

Tez ¢alismasinda, popiilasyonlarin igindeki varyasyonlarin belirlenmesi i¢in genetik
cesitlilik parametrelerinden olan Shannon sabiti (I), en yliksek degeri T2018 popiilasyonunda
(0,555 + 0,091), en diisiik degeri ise AD2018 popiilasyonunda (0,243 + 0,096) hesaplanmustir.
Calisilan sekiz popiilasyon i¢in Shannon sabiti ortalamasi 0,386 + 0,033 olarak bulunmustur.
Shannon sabitinin ortalama degerine gdre popiilasyon i¢indeki gesitliligin nispeten diisiik
oldugu soylenebilir. Pineda-Martos vd. (2014b) tarafindan yabani konukgu bitkilerden
orneklenen O. cumana bireyleri kullanilarak yapilan ¢aligmada ortalama Shannon sabiti (1)
0,299 olarak bildirilmistir. Calismalarin Shannon sabiti (I) karsilastirildiginda birbirine
uyumlu sonuglar gozlenmekte ve tiirlin gen havuzunun dar oldugu seklinde yargiya

varilabilmektedir. Canavar otu popiilasyonlarinin olusumunda etkili olan kurucu etkisi

40



nedeniyle diisiik allel sayisi, diisiik frekansta allellerin varligi ve diisiik popiilasyon ici
cesitlilik gézlenmesi olasidir ve bu nedenle gesitlilige katki saglayacak allellerin kaybolmasi
ile tiir kars1 karsiya kalabilmektedir (Pineda-Martos vd. 2014b). Guchetl vd. (2014a, 2014b)
tarafindan Rusya, Kazakistan ve Romanya’dan 6rneklenen O. cumana popiilasyonlarinda
Shannon sabiti (I) degeri Kazakistan ve Rusya popiilasyonlar1 igin diger caligmalarla
karsilastirildiginda nispeten yiiksek olarak bulunmus, yliksek olmasinin nedeni olarak bolgede

yogun bir sekilde orobans bulasinin olmasi gosterilmistir.

Bu tez ¢alismasinda ortalama gozlenen heterozigotluk degeri (Ho) 0,199 ve ortalama
beklenen heterozigotluk degeri (He) ise 0,241 olarak hesaplanmistir. Bilgen vd. (2019)’da Ho
0,207 ve He 0,349 olarak bildirilmistir. Tez ¢aligmasinda kullanilan sekiz SSR lokusunun
genetik cesitlilik parametreleri ile literatiirde ayn1 lokuslarla yapilan ¢alismalarin degerlerinin
karsilastirilmasi Cizelge 4.2°de sunulmustur. Sonuglara gore en yuksek H, (ortalama gozlenen
heterozigotluk) degeri tez ¢alismasinda Ocum-52 primerinde 0,504 olarak, Bilgen vd. (2019)
calisgmasinda Ocum-108 primerinde 0,408 olarak, Pineda-Martos vd. (2014b) ¢alismasinda ise
Ocum-160 primerinde 0,018 olarak verilmistir. En diisiik Ho degerleri tez ¢caligmasinda Ocum-
196 primerinde 0,037 olarak, Bilgen vd. (2019) ¢alismasinda Ocum-196 primerinde 0,067
olarak, Pineda-Martos vd. (2014b) c¢alismasinda ise Ocum-87 primerinde 0,000 olarak
verilmistir. He (ortalama beklenen heterozigotluk) degerinde en yiiksek degerler tez
calismasinda Ocum-52 primerinde 0,332 olarak, Bilgen vd. (2019) g¢alismasinda Ocum-81
primerinde 0,589 olarak, Pineda-Martos vd. (2014b) ¢alismasinda ise Ocum-160 ve Ocum
196 primerlerinde 0,187 olarak verilmistir. En diisiik He degerleri ise tez calismasinda Ocum-
70 primerinde 0,065, Bilgen vd. (2019) ¢alismasmda Ocum-141 primerinde 0,185, Pineda-
Martos vd. (2014b) calismasinda ise Ocum-108 primerinde 0,024 olarak verilmistir.
Hesaplanan Fst degerleri karsilastirildiginda en yiiksek degerler tez ¢alismasinda Ocum-108
primerinde 0,539, Bilgen vd. (2019) calismasinda Ocum-141 primerinde 0,551, Pineda-
Martos vd. (2014b) ¢alismasinda ise Ocum-108 primerinde 0,910 olarak verilmistir. En diistik
Fst degerleri ise; tez calismasinda Ocum-70 primerinde 0,044, Bilgen vd. (2019) ¢alismasinda
da Ocum-70 primerinde 0,151 ve Pineda-Martos vd. (2014b) ¢alismasinda ise Ocum-160
primerinde 0,564 olarak verilmistir. Heterozigotlugun diisiik oranda tespit edilmesi
calismalarda analiz edilen SSR lokuslarda ciddi bir sekilde heterozigot eksikligi oldugunun
gostergesidir. Bunun en buyuk nedeninin bu populasyonlarda nispeten yuksek oranda kendi
kendine tozlagsmanin (self polinasyon) goriilmesi oldugu bildirilmektedir (Pineda-Martos vd.,
2014b).
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Cizelge 4.2. Caligmada kullanilan SSR primerilerine ait genetik ¢esitlilik parametrelerinin
karsilastirilmasi

: Pineda-Martos vd.
Tez Calismasi Bilgen vd. 2019 2014b

SSR Lokus Ho He Fst Ho He Fst Ho He Fst

Ocum-52 0,504 0,332 0,233 0,192 0,326 0,236 0,011 0,148 0,761

Ocum-70 0,058 0,065 0,044 0,392 0,267 0,151 0,006 0,095 0,813

Ocum-81 0,251 0,317 0,463 0,192 0,589 0,207 0,008 0,138 0,762

Ocum-87 0,229 0,234 0302 0,183 0,345 0,344 0,000 0,091 0,847

Ocum-108 0,073 0,187 0,539 0,408 0,401 0,182 0,004 0,024 0,910

Ocum-141 0,205 0,304 0,391 0,083 0,185 0,551 0,008 0,169 0,646

Ocum-160 0,235 0,330 0,254 0,142 0401 0,177 0,018 0,187 0,564

Ocum-196 0,037 0,157 0,146 0,067 0,203 0,201 0,008 0,187 0,699

Molekiiler varyans analizi (AMOVA) sonuglarima gore, galisilan sekiz canavar otu
popilasyonunda genetik ¢esitliligin %53t populasyon iginde, %47’si ise popllasyonlar
arasinda olarak hesaplanmistir. Bilgen vd. (2019)’nin ¢alismasinda popiilasyon igi ¢esitlilik
%66, popiilasyonlar arasi ¢esitlilik %34 olarak bildirilmistir. Molinero-Ruiz vd. (2014)
tarafindan yapilan ¢alismada gruplar arasi ve gruplar igi gesitlilik degerlendirilmistir. ispanya,
Macaristan ve Turkiye populasyonlarinda popilasyonlar arasi gesitliligin %60, Tiirkiye
popllasyonlarinda populasyon igci gesitliligin %87 oldugu bildirilmistir. Guchetl vd. (2014a,
2014b) tarafindan yapilan ¢alismada ise farkli tilkelerin popilasyonlarinda genetik gesitliligin
kaynagmmin %78 gibi biiyiik bir oranda popiilasyonun i¢inde oldugu bulunmustur ve %22’si de
popuilasyonlar arasindaki ¢esitlilik olarak saptanmistir (Fst=0,219). Gagne vd. (1998)
calismasinda ise Ispanya, Bulgaristan, Romanya ve Tiirkiye’de alman O. cumana
orneklerinde populasyon igindeki genetik ¢esitliligin diisiik oldugu gézlenmistir. Belay vd.
(2020), O. crenata tiiriinde SSR analizi sonucunda popiilasyon arasi ¢esitliligi %2, bireyler
aras1 cesitliligi %55 ve bireyler ici ¢esitliligi %43 olarak bildirmistir. Calisilan O. crenata
popiilasyonlarinda yiiksek oranda gen akimmin (diisik Fst) oldugu ve bolge bazl
farklilagsmanin  olmadigr belirtilmistir. Farkli cografik alanlarda yayilis gosteren
popiilasyonlarda gen akimi oranina gore genetik cesitlilik diizeyleri ve genetik cesitliligin
populasyon igi veya arasindaki dagilimi degismektedir. Populasyonlar arasindaki gen
akiminm diisiik oranda olmasi, popiilasyonlar arasi genetik ¢esitliligin oranmi etkilemekte,
popiilasyonu genetik ¢esitliligini azalmasina neden olabilmektedir. Bu tez ¢alismasinda Fsr
degerleri kullanilarak tiim popUlasyonlar hep birlikte degerlendirildiginde Nm degeri her bir
kusakta ortalama 0,424 olarak diisiik bir oranda hesaplanmistir. Bilgen vd. (2019)’da Nm
degeri 1,741 olarak bildirilmistir.

42



Tez calismasinda calisilan popiilasyonlar arasindaki genetik uzaklig1 veya yakinligi
Nei’nin tarafsiz genetik benzerlik/farklilik katsayilar1 hesaplanarak belirlenmistir. Calismada
kullanilan sekiz SSR lokusuna dayanarak hesaplanan genetik uzaklik degerleri 0,001 ile 0,536
arasinda, genetik benzerlik degerleri de 0,585 ile 0,999 arasinda degismektedir. Genetik
mesafe 0,001 ile LK2013-HT2016 populasyonlar: arasinda en diisiik deger, LK2013-MT2013
popuilasyonlar1 arasinda 0,536 ile en ylksek degerdedir. Genetik mesafe degerlerine ve
UPGMA kiimelendirme yontemine goére olusturulan dendogram sekiz populasyon 2 ana gruba
(gen havuzuna) ayrilmistir. 1. grupta Edirne, Tekirdag ve Adana’dan Orneklenen 6
popilasyon (AE2003, AD2018, T2018, MT2013, LE2013 ve K2019) yer alirken, 2. grupta
Kirklareli ve Tekirdag’dan orneklenen 2 popiilasyonun (LK2013 ve HT2016) yer aldigi
gozlenmistir. P. aegyptiaca’ya ait 6rnekler dis grup olmasina ragmen dendogramda ayr1 bir
grup olarak goézlenmemistir. O. cumana popiilasyonlar1 ile ayni grupta yer almasi P.
aegyptiaca’ya ait galisilan ornek sayismin az olmasi ve kullanilan sekiz SSR lokusunun

genetik farklilasmayi tespit edememesi gibi faktorlerin etki etmesi ile agiklanabilmektedir.

Bilgen vd. (2019)’da yapilan ¢alismada da Trakya bdlgesi popiilasyonlar1 2 gruba
ayrilmig benzer bir gruplanma gozlenmistir. Ziadi vd. (2018) tarafindan yapilan ¢alismada ise
UPGMA kiimelendirme yontemine gore filogenetik aga¢ olusturulmus, Tiirkiye O. cumana
popiilasyonlar1 6 kiimeye ayrilmistir. Calismada genetik benzerlik degeri 0,02 ile 0,97
arasinda bildirmistir. Dendograma gore Yenikdy, Sambro Havsa ve Adana popiilasyonlarinin
digerlerine oranla diisiik genetik benzerlige sahip oldugu gériilmiistiir. Ayrica Iskenderkoy,
Uriinlii, Budakdoganca, Ballthoca Muratli, Sahinkdyii Malkara ve Gozsiiz Koyii Malkara

popiilasyonlarinin yiiksek benzerlige sahip oldugu bildirilmistir.

Guchetl vd. (2014a, 2014b)’nin olusturdugu dendrograma gore Rusya ve Kazakistan
popllasyonlar1 1 grupta, Romanya populasyonlari ise diger grupta yer almaktadir. Molinero-
Ruiz vd. (2014) tarafindan yapilan ¢aligma sonucunda ise O. cumana populasyonlarinda yakin
cografik bolgede olan popilasyonlarin genetik olarak birbirinden ayrildiklar: tespit edilmistir.
Pineda-Martos vd. (2014a) tarafindan yapilan caliymada canavar otu popiilasyonlarmnin
molekiiler belirte¢ analizi sonucunda genetik olarak gruplandirilmasinda cografik kdken ve
enfekte ettigi tiire gore bir gruplanmanin meydana geldigi ve SSR belirtecinin bu ayirimlari

yapmada giiclii bir belirte¢ oldugu bildirilmistir.

Bayesian temelli STRUCTURE analizi sonucunda ayirt edici alleller kullanilarak

calisilan canavar otu popiilasyonlarinda farkli gruplar belirlenmis ve populasyon benzerlik
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dagilimlar1 analiz edilmistir. K degeri 1-10 arasinda 10 tekrarl olarak analizler yapilmis ve en
ideal deger (K=2) belirlenmistir. STRUCTURE analizi sonucunda UPGMA analizinde oldugu
gibi 2 farkli grup olusmustur. 1. grupta AE2003, AD2018, T2018, MT2013, LE2013 ve
K2019 popilasyonlari, 2. grupta ise LK2013 ve HT2016 popilasyonlar1 yer almaktadir.
Bilgen vd. (2019) tarafindan yapilan ¢aligmada da canavar otu popiilasyonlar1 i¢in en ideal K
degeri 2 olarak bulunmus, 1. grupta Edirne ve Kirklareli populasyonlari, 2. grupta ise
Tekirdag populasyonlar: yer almistir. Pineda-Martos vd. (2014a) tarafindan yapilan ¢aligmada
K degeri 1-14 arasinda analiz edilmis, en ideal K degeri yine 2 olarak bulunmustur.

Calismada Bulgaristan poiilasyonlari ile Ispanya popiilasyonlar: farkli grupta yer almustir.

Parazit bitkiler ne kadar yiiksek genetik ¢esitlilige sahip ise 0 kadar konukgu bitkinin
direng mekanizmasmin tstesinden gelerek bitkiyi enfekte edebilme yetenegine sahiptir.
Ayc¢icegi gibi her konukgu bitkinin diren¢ mekanizmalarmi gelistirmeyi amaglayan, yeni
direngli cesitler elde etmeyi hedefleyen siirdiiriilebilir ve uzun vadeli islah programlarina
ihtiyag vardir. Farkli ekolojik ve cografik bolgelerde yayilis gosteren parazit bitki
popllasyonlarina karsi direngli ¢esitlere sahip olmak Onemlidir (Kaya 2003). Orobanche
tiirleri gibi parazitik bitki tiirlerinde genetik karakterizasyon, genetik cesitlilik ve ¢esitliligin
populasyon ici ve popllasyonlar arasi dagilimini belirlemek, belirli siirede olusan yeni irklar1
teshis edebilmek biiylik 6nem tasimaktadir. Baslangicta yabani bitkiler i¢in tehdit olan parazit
bitkilerin zamanla tarim bitkilerini enfekte eden bir tiir haline gelmesinde etkili olan evrimsel
mekanizmalarin ortaya ¢ikarilmasi icin genetik ¢alismalar 6nem arz etmektedir. Ulkemizde
canavar otu ile ilgili yapilan ¢alisma sinirlidir. Calisma sonucunda O. cumana tiirii hakkinda
elde edilen bilgiler ilerde planlanacak farkli konukgudaki biitiin canavar otu goriilen bolgeler
orneklenerek, genetik yapi, genetik cesitlilik ve yeni wrklarm olusumunun evrimi ile ilgili
diger caligmalara degerli bilimsel katkilar saglayacaktir. Yabani ot kontrol programlarinin
genel verimliligi ve etkililiginin ve ayrica yabani otlarla miicadelenin en uygun araglarinin,
yerel ve bolgesel O. cumana popiilasyonlarinda mevcut olan genetik akrabalik veya gesitlilik
hakkindaki bilgilerle gelistirilecegini unutmamak gerekir. Bu nedenle molekiiler belirteclerin
amaglanan c¢alismaya en uygun g¢esidi segilerek genetik cesitliligi ortaya cikartmaya

hedefleyen arastirma ¢aligmalar literatiire onemli katkilar sunmaktadir.
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