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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

TRAKYA BOLGESINE AIT Orobanche cumana Wallr. POPULASYONLARININ
GENETIK CESITLILIGININ MOLEKULER BELIRTECLER YARDIMI iLE
BELIRLENMESI

Ahmet Kubilay BARUT

Namik Kemal Universitesi
Fen Bilimleri Enstittisi
Tarimsal Biyoteknoloji Anabilim Dali

Danisman: Yrd. Dog. Dr. Behiye Banu BILGEN

Orobanche cumana Wallr. (orobans, canavar otu), aycicegi yetistiriciligi yapilan tarim
arazilerinde, aycicegi cesidine ve bulasiklik seviyesine bagli olarak ileri diizeyde verim
kayiplarina neden olabilen parazit bir bitkidir. Cok sayida ve kiigiik boyutlardaki orobang
tohumlar1 aygicegi tarlalarinda hizli bir sekilde kontaminasyona (bulasikliga) neden olmaktadir.
Ulkemizde yayilis gosteren O. cumana bitkisinin genetik cesitliligi hakkinda yeterli bilgi
bulunmamaktadir. Bu calismada, Trakya Bolgesinden (Edirne, Kirklareli ve Tekirdag)
orneklenen 6 O. cumana populasyonunun 8 nSSR primeri kullanilarak genetik yapis1 ve genetik
cesitliligi belirlendi. Calismada kullanilan 8 nSSR lokusunun (Ocum-52, Ocum-70, Ocum-81,
Ocum-87, Ocum-108, Ocum-141, Ocum-160 ve Ocum-196) hepsi polimorfik olarak saptandi.
Analiz edilen 120 ornekte sekiz lokus icin toplam 23 allel bulundu. Genetik cesitlilik
parametrelerinden; lokus basina diisen ortalama allel sayis1 (Na=2,271), etkili allel sayis
(Ne=1,667), Shannon sabiti (1=0,547), gozlenen heterozigotluk (H.=0,207) ve beklenen
heterozigotluk (He=0,340) degerleri hesaplandi. Populasyonlarin genetik gesitliliginin biiyiik
oranda (%66) populasyon igerisinde oldugu, populasyonlar arasi ¢esitliligin diisiik oldugu
(%34) gozlendi. Calisma sonucunda elde edilen UPGMA dendrogramina gore, populasyonlar
iki grup altinda degerlendirildi. I. Grupta Babaeski/Kirklareli-2013, Avariz/Edirne-2011,
Avariz/Edirne-2012 ve Liileburgaz/Kirklareli-2013 populasyonlar1 yer alirken, 2. Grupta
Muratli/Tekirdag-2012 and Muratly/Tekirdag-2013 yer aldi. Elde edilen sonuglar, ¢alisilan
populasyonlarin genetik yapisi hakkinda onemli bilgiler igermekte ve diger O. cumana
populasyonlarinda yapilacak olan genetik karakterizasyon ve ¢esitlilik calismalarina katki
saglayacak niteliktedir.

Anahtar kelimeler: aygicegi, canavar otu, genetik ¢esitlilik, molekiiler belirtecler, nSSR,

Orobanche cumana

2017, 58 sayfa



ABSTRACT

MSc. Thesis

DETERMINATION OF GENETIC DIVERSITY IN POPULATIONS OF Orobanche
cumana Wallr. IN THRACE REGION OF TURKEY

Ahmet Kubilay BARUT

Namik Kemal University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Agricultural Biotechnology
Supervisor: Assist. Prof. Dr. Behiye Banu BILGEN

Orobanche cumana Wallr. (broomrape) is a parasitic plant that can lead to advanced
losses in yield, in agricultural lands cultivating sunflower, depending on the sunflower varieties
and the level of contamination. The numerous and small sized seeds of broomrape causes
contamination in sunflower fields quickly. There was not enough knowledge about genetic
diversity of O. cumana populations in our country in the literature. In this study, genetic
structure and genetic diversity of six O. cumana populations from Thrace region of Turkey
(Edirne, Kirklareli and Tekirdag) was determined with the help of 8 nSSR loci. Eight nSSR
(Ocum-52, Ocum-70, Ocum-81, Ocum-87, Ocum-108, Ocum-141, Ocum-160 and Ocum-196)
loci were analyzed and all loci were found to be polymorphic. A total of 23 alleles were
determined for the analyzed eight loci in 120 samples. Allele number of each SSR loci ranged
from two to six. Genetic diversity parameters; mean number of alleles for each loci (Na=2.271),
effective allele number (Ne=1.667), Shannon’s information index (I=0.547), observed
heterozygosity (H,=0.207) and expected heterozygosity (He=0.340) were calculated. Rather
high proportion of the genetic diversity (66%) was due to within population variation and the
remaining part (34%) was due to variation between populations. According to acquired
UPGMA dendrogram, there was two main clusters. Cluster | was classified into three groups
contains four populations (Babaeski/Kirklareli/2013, Avariz/Edirne/2011, Avariz/Edirne/2012,
Liileburgaz/Kirklareli/2013). Muratli/Tekirdag/2012 and Muratli/Tekirdag/2013 populations
were in cluster Il. The information obtained from this study is valuable to provide significant
contribution to other works towards determining the genetic structure and genetic diversity of
O. cumana.

Keywords: broomrape, genetic diversity, molecular markers, nSSR, Orobanche cumana,

sunflower
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ONSOZ

Son yillarda diinya niifusunun hizla artmasina paralel olarak bitkisel tiretimin yapildigi
alanlar da giderek daralmaktadir. Bunun yani sira kiiltiir bitkileri tiretiminin yapildig1 alanlarda
bulunmasi istenmeyen ve faydadan ¢ok zarari olan bitkilerin de bulunmasi diinya niifusunun
gida ihtiyacinin karsilanmasinda yetersizlikler dogurmaktadir. Kiiltiir bitkileri yetistiriciliginde
151k, su ve besin maddesi agisindan kiiltiir bitkileri ile rekabete giren yabanci otlar, kiiltiir
bitkilerinin etkinliklerini azaltarak biliylik oranlarda verim ve kalite kayiplar1 neden
olmaktadirlar. Canavar otu, 1slah edilen aygicegi gesitlerine karsi siirekli yeni bir irk gelistirdigi
i¢cin 1slahgilarin en biiyiik ugrasi canavar otuna karsi dayanikli gesit gelistirmek olmustur.
Ulkemizde yapilan ¢alismalar sonucunda sadece tek basina hi¢ bir miicadele yonteminin
canavar otunu kontrol altina almadig1 belirlenmistir.

Orobanche cumana Wallr. (orobans, verem otu, canavar otu) parazit bitkisi, aygigegi
cesidine ve verdigi zarar seviyesine bagli olarak aycigegi yetistiriciligi yapilan tarim
alanlarinda, toprakta uzun yillar kalabilmesi, kii¢iik boyutlarda binlerce tohum olusturmasi gibi
ozellikleriyle ileri diizeyde verim ve kalite kayiplarina neden olmaktadir. Bu verim kayiplarinin
Oniine gecebilmek icin canavar otlariyla en uygun miicadele seklini bilmek ve bunu en uygun
zamanda uygulamak, gerektiginde de birkag¢ miicadele yontemini entegre etmek gerekmektedir.
Canavar otlarmin sorun oldugu her kiiltiir bitkisinde etkili ve ekonomik miicadele yonteminin
olmamasi nedeniyle Oncelikle canavar otu ile bulasik alanlardan temiz alanlara canavar
otlarinin bulagmasi 6nlenmelidir. Tarim alanlarindaki baslica zararlilardan olan canavar otlari
ile miicadele edebilmek i¢in 6ncelikle onlari iyi taniyor olmaliyiz. Bizim de canavar otu ile
miicadele edebilmemiz i¢in Oncelikle canavar otunun genetik agidan karakterizasyonunu
yapmamiz gerekmektedir.

Ulkemizde yayilis gdsteren O. cumana bitkisinin genetik cesitliligi hakkinda yeterli
bilgi literatiirde yer almamaktadir. Yapmis oldugumuz caligmada ise, genetik karakterizasyonu
belirlemede izlenebilecek en etkili ve kullanigh yontemlerden biri olan niiklear mikrosatellit
belirtegleri (nSSR) ile tiirtin Trakya bolgesinden (Edirne, Kirklareli ve Tekirdag) 6rneklenen 6
populasyona ait 120 birey kullanilarak genetik ¢esitliligi ortaya konulmustur. Calisilan 120
bireyin her biri i¢in ¢igeklenmeden 6nce toplanin taze dokulardan DNA izole edilmis ve niiklear
mikrosatellit belirtecleri (nSSR) kullanilarak yapilan PCR analizleri sonucunda elde edilen
lokuslar ve alleller belirlenerek genotipleme yapilmistir. Bu calismada elde edilen veriler

calisilan populasyonlarin genetik yapisi hakkinda 6nemli bilgiler igermekte ve diger O. cumana



populasyonlarinda yapilacak olan genetik karakterizasyon ve cesitlilik calismalarina katki
saglayacak niteliktedir.

Bu ¢alismanin gergeklestirilmesinde, iki y1l boyunca degerli bilgilerini bizlerle paylasan
saygideger Namik Kemal Universitesi (NKU), Tarimsal Biyoteknoloji B&liimii hocalarima,
kullandigi her kelimenin hayatima kattig1 6nemini asla unutmayacagim saygideger akademik
damismanim Yrd. Dog. Dr. Behiye Banu BILGEN’e (NKU, Ziraat Fakiiltesi, Tarimsal
Biyoteknoloji Boliimii) minnetlerimi sunarim. Ayrica tezin son seklini almasiyla yapici
elestirileri ve dnerileriyle degerli katkilarin esirgemeyen Tez Savunma Sinav Jiiri Uyeleri Prof.
Dr. Yalgin KAYA’ya (Trakya Universitesi, Miihendislik Fakiiltesi, Genetik ve
Biyomiihendislik Boliimii) ve Yrd. Dog. Dr. Sefer DEMIRBAS’a (NKU, Ziraat Fakiiltesi,
Tarimsal Biyoteknoloji Boliimii) tesekkiirlerimi sunarim. Calismam boyunca benden bir an
olsun yardimlarmi esirgemeyen sevgili arkadaslarim Arastirma Gorevlisi Ceren ELIBOL
(Eskisehir Osmangazi Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Tarimsal Biyoteknoloji B&liimii) ve
Selman OZKAN’a, calisma siiresince tiim zorluklar1 benimle gdgiisleyen ve hayatimin her

evresinde bana destek olan degerli aileme sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.
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1. GIRIS

Yabanci otlar, ¢esitli ekosistemlere uyum saglayabilme kabiliyetlerinden dolay1 tarim
alanlarinda yiiksek diizeyde verim ve kalite kayiplarina neden olmaktadir. Sahip olduklari
parazitik etkiler sayesinde kiiltiir bitkilerini etkilemekte, c¢esitli hastalik ve zararlilara
konukg¢uluk yapmaktadirlar. Bunun yanisira yabanci ot miicadelesi i¢in yapilan ¢aligmalar
nedeniyle zaman ve kaynaklar israf edilmekte, insan ve gevre sagligi igin negatif etkiler
olusturmaktadir (Ozer ve ark. 2001, Giincan 2009).

Insanlarin istemedigi tarla/bahge vb. alanlarda yetisen ve diger canlilara 6zellikle de
bitkilere zarar1 yararindan fazla olan bitkilere yabanci ot denir. Parazit bitkiler, farkli kiiltiir
bitkilerinde ortalama olarak %30-70 oraninda zarar meydana getirmektedir. Mercimek,
ayeicegi, tiitlin ve domatesle birlikte diger birgok bitkide canavar otu kaynakli 6nemli dlgiide
verim ve kalite kayiplar1 olugsmaktadir (Aksoy ve ark. 2006).

Tarim tekniklerinin diinyada ve iilkemizde hizli bir sekilde gelismesi ile cesitli
nedenlerle yeni kimyasallarin ortaya ¢ikmasi sonucu tarim alanlarinda goézlenen yabanci ot
populasyonunlarinda devamli degisiklikler olusmaktadir. Bu degisimlerin sonucunda normalde
ekonomik zarara neden olmayan tiirler, belirli donemlerde daha biiyiik problemlere neden
olabilecek hal almaktadir (Esitmez ve Isik 2016).

Orobanche spp. zorunlu kok paraziti oldugu i¢in tiim besin ihtiyacin1 konuk¢usundan
temin eder. Canavar otu toprak altinda gegirdigi siirede konukgusu olan kiiltiir bitkisinden su
ve besin maddelerini alarak gelismesini siirdiirlir ve toprak yiizeyine ¢iktiginda, konukgu
bitkide canavar otunun verdigi zarar gozle goriilebilecek boyuta gelmis olur. Kiiltiir bitkisinde
ki canavar otundan dolay1 meydana gelen biiytik zarar, canavar otu siirgiinleri toprak yilizeyinde
goriilmeden dnce gerceklesir. Kiiltiir bitkisi susuz kalmis gibi sararip solabilir, diger bitkilere
gore gelismesi geri kalir, verimi diiger, cok agir bulagmalarda kiiltiir bitkisi cok zayif diiserek
olebilir. Ozellikle su stresinde olan parazitlenmis bir konukgu bitkide solgunluk erken donemde
goriilmeye baslar. Canavar otundan dolay1 olusan zarar sinirli besin ve su olan ortamlarda daha
da agir olur. Canavar otlar1 konukcu bitkideki verim kaybinin yani sira tiitiin ve aygigeginde
oldugu gibi kalitenin de diismesine neden olabilir (Reizelman-Lucascen 2003).

Canavar otlarinin kiiltiir bitkilerinde olusturduklar1 verim kaybi, bu parazit yabanci
otun kiiltiir bitkisine tutunma zamanina ve yogunluguna gore degisebilir. Yapilan ¢aligmalarda
bu zararin %5-100 arasinda degistigi bildirilmektedir (Linke ve ark. 1989, Press ve Graves
1995, Press ve Phoenix 2005, Joel ve ark. 2007, Gibot-Leclerc ve ark. 2008). Canavar otu

nedeniyle meydana gelen verim kaybu ile ilgili yapilan ¢alismalarda; tiitiinde %33 (Emiroglu



ve ark. 1987), baklada %66-83 (Abbes ve ark. 2008), ay¢iceginde %80’nin iistiinde (Louarn ve
ark. 2016), havugta %50 (Bernhard ve ark. 1998), domateste ise Tiirkiye’de %10-40 (Aksoy ve
Uygur 2008) olarak verim kayiplar1 oldugu bildirilmistir.

Canavar otlar1 diinyanin farkli boélgelerinde farkli kiiltiir bitkilerinde 6nemli verim
kayiplarina neden olmaktadir. Bu verim kayiplarinin 6niine ge¢ebilmek i¢in canavar otlariyla
en uygun miicadele seklini bilmek ve bunu en uygun zamanda uygulamak, gerektiginde de
birka¢ miicadele yontemini entegre etmek gerekmektedir. Canavar otlarinin sorun oldugu her
kiltir bitkisinde etkili ve ekonomik miicadele yonteminin olmamasi nedeniyle oncelikle
canavar otu ile bulasik alanlardan temiz alanlara canavar otlarinin bulagmasi 6nlenmelidir.
Tarim alanlarindaki baslica diismanlarimizdan olan canavar otlari ile miicadele edebilmek i¢in
oncelikle onlarin genetik yapilarini iy1 bilmemiz gerekmektedir.

Yapilan literatiir taramasi sonucunda iilkemizde orobans tiirlerinde yapilmis molekiiler
calismanin tam olarak mevcut olmadigi, sadece yabanci arastirmacilar tarafindan yapilan
caligmalarda iilkemizin bazi bolgelerindeki O. cumana populasyonlarindan 6rnekler alinarak
calismalarina dahil edildigi goriilmistiir. Bu baglamda; tez calismasi kapsaminda Trakya
Bolgesinden (Edirne, Kirklareli ve Tekirdag) drneklenen 6 orobans populasyonunun niiklear
mikrosatellit belirtecleri (nSSR) kullanilarak genetik yapisinin belirlenmesi hedeflenmistir. Bu
tez calismasinda;

1. Alt1 farkli O. cumana populasyonunun ilgili niiklear mikrosatellit lokuslar1 (nSSR)
acisindan genetik yapilarinin ortaya konulmasi,

2. Calisilan populasyonlarin genetik parametrelerinin tahmin edilmesi ile genetik g¢esitlilik
diizeylerinin belirlenmesi,

3. Calisilan populasyonlarin nSSR belirtecleriyle belirlenen genetik cesitlilik diizeylerinin

literatiirde mevcut olan diger caligsmalarla karsilastirilmasi amaclanmistir.



2. KURAMSAL TEMELLER VE KAYNAK OZETLERI
2.1 Orobanche spp. (Canavar otu tiirleri)

Orobanche, cogunlukla 1liman Kuzey Yarimkiire'ye 6zgii Orobanchaceae familyasinda
yer alan 200'den fazla parazitik otsu bitki tiiriinii igeren cinsdir. Akdeniz bolgesi Orobanche
tirlerinin gen merkezlerinden biri olarak bilinmektedir. Orobanche tiirleri 6zellikle Akdeniz
ikliminin hakim oldugu 1liman iklimlerden yar1 kurak tropiklere kadar diinya ¢apinda yayilis
gostermektedir (Musselman 1994, Elzein ve Kroschel 2003). Canavar otlar1 (Orobanche spp.
ve Phelipanche spp.) Orobanchaceae familyasi i¢inde yer alan, tamamen klorofilden yoksun
genis bir konukg¢u dizisine sahip, tam bagimli (obligat) kok paraziti bitkilerdir. Bu tiirler
arasindan dort tanesi tarim alanlarinda 6nemli sorun olusturmaktadir (Parker ve Riches 1993).
O. crenata genellikle Akdeniz bolgesi, Orta dogu ve dogu Afrika’da yayilis gosterirken, diger
canavar otu tiirleri daha genis bir yayilisa sahiptir (Elzein ve Kroschel 2003). Ulkemizde de bu
cinse ait 39 tiir bulunmaktadir (Davis ve ark. 1988, Zare ve Donmez 2013). Diinya ¢apinda
yayilig gosteren bu bitkiler dort seksiyon altinda bulunmaktadir. Bu seksiyonlar;

sect. Orobanche (sect. Osproleon Wallr.),

sect. Trionychon Wallr. (Eski Diinya Canavar Otlari),

sect. Gymnocaulis Nultt.,

sect. Myzorrhiza (Philippi) Beck. (Yeni Diinya Canavar Otlar1) seksiyonlaridir.

Canavar otu bitkileri son yillara kadar yapilan taksonomik g¢aligmalarda, yalnizca
Orobanche cinsi altinda toplanmaktaydi. Taksonomik karakter ve gelisen filogenetik analiz
teknikleriyle rbcL ve rps2 sekanslarmin kullanilmasi, eski diinya canavar otu bitkilerinin
Orobanche ve Phelipanche olarak iki cins altinda isimlendirilmesine neden olmustur.
Phelipanche ismi ilk olarak Phelipanche ramosa tiiriinde 1821-1898 yillar1 arasinda
kullanilmistir. Dana sonralart yapilan molekiiler ¢aligmalar ile bu tiirlerin isimleri yeniden
diizenlenmistir. Buna gore; Orobanche ramosa ve O. aegyptiaca, Phelipanche ramosa (L).
Pomel ve P. aegyptiaca (Pers.) Pomel seklinde diizenlenirken, O. crenata Forsk., O. cernua
Loefl., O. cumana Wallr., O. minor Smith ve O. foetida Poir. bitkilerinin isimlerinde herhangi
bir degisim olmamistir (Joel 2009). Tarim alanlarinda ekonomik kayiplara neden olan ana
biyotik faktorlerden P. ramosa, P. aegyptiaca, O. cumana, O. cernua, O. crenata, O. minor ve

O. foetida bitkileri ve konukgu bitkilerine 6rnekler Cizelge 2.1°de gosterilmektedir.



Cizelge 2.1. Tarim alanlarinda verim kayiplarina neden olan canavar otu tiirleri ve konukcu

oldugu bitkiler
Canavar otu Konukcu bitkiler Kaynakca
tiiri
O. cumana Helianthus annuus (aycicegi) Elzein ve Kroschel 2003
ve Lycopersicon esculentum (domates) | Labrousse ve ark. 2004
0. cernua Nicotiana tabacum (tiitiin) Biilbiil ve ark. 2009
Solanum melongena (patlican) Fernandez-Aparicio ve ark. 2009
Parker 2009
O. crenata Vicia faba (bakla) Eizenberg ver ark. 2001
Pisum sativum (bezelye) Elzein ve Kroschel 2003
Lens culinaris (mercimek) Biilbiil ve ark. 2009
Cicer arietinum (nohut) Fernandez-Aparicio ve ark. 2009
Daucus carota (havug) Parker 2009
Bouhadida ve ark. 2015
P. ramosa L. esculentum (domates) Eizenberg ver ark. 2001

Elzein ve Kroschel 2003

Biilbiil ve ark. 2009
Fernandez-Aparicio ve ark. 2009
Parker 2009

ve N. tabacum (tiitiin)

P. aegyptiaca | Cannabis sativa (kenevir)

S. melongena (patlican)

S. tuberosum (patates)

L. culinaris (mercimek)
Brassica oleracea (karnabahar)
B. juncea (hardal)

B. napus (kanola)

D. carota (havug)

O. minor Medicago sativa (yonca) Fernandez-Aparicio ve ark. 2009
Trifolium spp. (tiggiil) Parker 2009
Lotus corniculatus (gazel boynuzu) | Thorogood ve ark. 2009
D. carota (havug)

O. foetida V. faba (bakla) Fernandez-Aparicio ve ark. 2009

L. culinaris (mercimek) Parker 2009
C. arietinum (nohut)

Lotus sp.

2.2 Canavar Otu Bitkisinin Biyolojisi

Canavar otlar1 tek yillik olup tohumla ¢ogalir ve bitkiler aleminde bilinen en kiiciik
tohumlu bitkilerdendir (Aksoy ve Pekcan 2014). Tohumlarin agirliklart 0,004-0,009 mg
arasinda olup, oval bigimde ve yaklasik olarak 0,3 x 0,2 mm biiyiikligiindedir (Saghir 1986).
Orobanche cinsine ait tiirler yapraktan yoksundur (Pamphilis ve Palmer 1990). Canavar otunun
her bir ¢igegi bir meyveyi olusturur ve bu meyveye kapsiil adi verilir. Meyvesi 0,5-2 cm’lik
kapsiil seklindedir ve her kapsiilde yaklasik 600-5000 tohum bulunur (Sekil 2.1). Her bitki ise
yaklasik 40-100 kapsiil olusturur. Béylece tek orobans bitkisi 500000’den fazla tohum tiretmis



olur (Habimana ve ark. 2014). Tohumlar ise toprakta 20 yila kadar canli olarak kalabilmektedir
(Pathak ve Kannan 2014). Orobanche tohumlarinin optimum ¢imlenme sicakligi 20-25°C’dir
(Saghir 1986, Linke ve ark. 1989). Canavar otunun ¢imlenip, toprak yiizeyine ¢ikisina kadar
olan siire 30-60 giindiir (Linke ve ark. 1989). Toprak ylizeyine ¢ikan siirgiinler ¢cok kisa siirede
ciceklenir ve siirgin gelisimi hizlanir. Canavar otu bitkisinin kuru agirligmin %881
ciceklenmeden once olugsmustur. Tarlalarda olusan tohumlar bir sonraki sene tekrar Orobanche

etkisi altinda kalinmasina neden olur (Elzein ve Kroschel 2003).

Sekil 2.1. Orobanche tiirlerine ait tohumlar
(http://itp.lucidcentral.org/id/fnw/key/FNW _Seeds/Media/Html/fact_sheets/Orobanche.htm)
(http://www.parasiticplants.siu.edu/Scrophulariaceae/Orobanche.Gallery.html)

2.3 Canavar Otu Bitkisinin Yasam Dongiisii

Orobanche ve Phelipanche tiirleri ile Striga tiirlerinin diinyada birgok iilkede sorunlara
neden oldugu, konukgu bitkide biiyiikk oranda verim ve kalitede diisiisiine neden oldugu ve
ozellikle Orobanchaceae familyasina ait olan parazit bitkilerin yabanci ot tiirleri igerisinde en
cok zarar veren parazit bitki tiirleri oldugu bilinmektedir (Westwood ve ark. 2012). Striga,
Alectra, Orobanche ve Phelipanche gibi kok paraziti olan angiosperm bitkiler, konukgu
bitkilerinde yikic1 etki gdstermektedirler. Tiim bu kok paraziti bitkilerin tohumlari
cimlenebilmek i¢in kimyasal uyaricilara ihtiya¢ duyarlar. Bu uyarici kimyasallar, konukcu veya
konuk¢u olmayan bitkiler tarafindan salgilanarak topraga birakilmaktadir (Reizelman-
Lucascen 2003). Eger parazit bitkiye ait tohumun bulundugu ortamda konukg¢u bitkinin
kokiinden salinan uyaricilar bulunmadigi zaman ise bu tohumlar 10 yildan daha fazla siirede
canliligini yitirmeden toprakta kalabilmektedir (Linke ve ark. 1989). Zorunlu kok paraziti olan
bu yabanci otlar yasam dongilisliniin biliyiilk boliimiinii toprak altinda gecirmektedirler

(Eizenberg ve ark. 2012). Orobanche ve Phelipanche (canavar otu) cinsi parazit bitkiler,
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haustoryum (emeg) adi verilen ¢ok hiicreli 6zel organlar1 vasitasiyla dikotil konukgusundan
kendisi igin gerekli olan su ve besin maddelerini alirlar. Bu birliktelik sayesinde hormonlar,
toksinler, mRNA ve genler gibi bircok madde iletim sisteminde rahatlikla iki yonlii olarak
hareket edebilmektedir (Perez-de-Luque ve ark. 2007, Westwood ve ark. 2012). Emeg
hiicrelerinin konuk¢u dokusunun (ksilem ve/veya floem) i¢ine girmesi (penetrasyon), konukcu
endodermis hiicreleri {iizerindeki mekanik baski ve hidrolitik enzimler sayesinde
gerceklesmektedir (Elzein ve Kroschel 2003). Tam parazit olup yapraklari bulunmayan bu
bitkiler, tamamiyla kendi konukgularina bagl olarak yasarlar. Fotosentetik olmayan tam parazit
bitkilerde, fotosentezle ilgili olan genler ya inaktiftir ya da plastid genomlarindan elimine
olmustur. Bu yiizden plastidler, kloroplastlar1 olusturamaz ve bitkiler 15181 asla fotosentez i¢in
kullanamazlar (Okazawa ve ark. 2005).

Orobanchaceae familyasina ait kok parazitlerinin yasamlarinda 2 ana safha
bulunmaktadir: bagimsiz safha ve parazitik safha. Bagimsiz safha, toprak altinda 15-20 yil
boyunca ¢imlenmeden kalan tohumlarin su almasi, sismesi ve ¢imlenmesiyle baglar ve
konukg¢usunun koklerini bulup yapigsmasina kadar devam eder. Bu yasam safhasi tohumlarda
depo halinde bulunan yaglar sayesinde desteklenmektedir. Parazitik safthada ise, parazit
tarafindan konukc¢udan besinler alinir ve emegler konukgu koklerini kisa bir siirede istila etmeye
baslar (Nun ve ark. 2003, Zehhar ve ark. 2003, Joel ve ark. 2007) (Sekil 2.2). Bu yapigma islemi,
hem mekanik hem de enzimatik ve/veya konukgu hiicre duvari tarafindan salinan enzimler
(selilaz, hemiseliilazlar, pektin metilesteraz, peroksidaz ve proteazlar) sayesinde
gerceklesmektedir (Sekil 2.3). Kurulan bu baglanti sayesinde parazit bitki biiyiimeye
baslamaktadir. Belirtilen enzimler sayesinde konukgu hiicre duvar1 ve 6zellikle orta lamel
kirilganlagir. Boylelikle parazitin konukcu kokiindeki ilerleyisi de kolaylagmis olur (Veronesi
ve ark. 2007). Parazit bitkiler i¢in belirtilen bu 2 ana safha yedi alt evre de 6zetlenebilir (Joel
ve ark. 2007, Duca ve ark. 2013);

A: Tohumun g¢imlenmesi,

B: Emeg gelisimi ve canavar otunun konukcusuna yapigmasi,

C: Nodiil olusumu,

D: Nodiillerin farklilagsmasi sonucu tiiber olusumu ve tiiberlerin lizerinden birgok kok
benzeri yapilarin olugsmasi, toprak altinda gévdenin gelismesi,

E: Konukguya bagl olarak degisen canavar otunun toprak iistiine ¢ikip, ¢igek agmast,

F: Ciceklerin kisa siirede tohum baglamasi ve tohumlarin olgunlasmast,

G: Tohumlarin yayilmasi (Sekil 2.4).
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Sekil 2.2. Canavar otu tohumlarinin ¢imlenerek, toprak altindaki konukgu bitkinin kdklerine
tutunmasi (Rispail ve ark. 2007’dan Tiirkgeye ¢evrilmistir)
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Sekil 2.3. Bitki koklerinden salgilanan strigolaktonlar ve orobangin koke tutunmasi
https://heatherkellyblog.wordpress.com/2015/05/
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Sekil 2.4. Orobanche cumana bitkisinin yasam dongiisii (Duca ve ark. 2013)

2.4 Canavar Otu Tiirlerinin Zarar Sekli ve Olusturduklar: Verim Kayiplar:

Orobanchaceae familyasina ait canavar otlari tamamen klorofilden yoksun zorunlu tam
kok parazitleridir. Fotosentez yeteneginden yoksun olduklari i¢in genis yaprakli konukcu
bitkilerini su, mineral ve karbon kaynagi olarak kullanirlar ve konuk¢u bitkide hasara neden
olurlar (Abbes ve ark. 2008, Takagi ve ark. 2009). Ekonomik degeri yiiksek birgok bitkide
canavar otu enfeksiyonu kaynakli verim kayiplar rapor edilmistir (Parker ve Riches 1993,
Parker 2012) ve bu durum diinya ¢apinda milyarlarca insanin ge¢imini etkilemektedir (Abang
ve ark. 2007). Verim kaybi, enfekte olan bitki ve enfeksiyon seviyesine bagli olarak %5-100
arasinda degismektedir (Abang ve ark. 2007, Biilbiil ve ark. 2009).



O. cumana dzellikle Orta ve Dogu Avrupa, Ispanya, Tiirkiye, Rusya, Ukrayna, Israil,
fran, Kazakistan ve Cin basta olmak iizere aycicegi iireten iilkelerde iiretimi smirlayan en ciddi
faktorlerden biridir (Kaya 2014a, Skoric ve ark. 2010). Birgok canavar otu tiiriiniin, Avrupa
(Miiller-Stover ve ark. 2009), Fransa (Veronesi ve ark. 2007), Liibnan (Haidar ve Sidahmed
2006), Orta dogu, Rusya, Ukrayna, Cin, Afganistan, Kiiba, Nepal, Pakistan, Hindistan, Suudi
Arabistan, Tiirkiye, Uganda’da (Winston 2003), Tunus (Abbes ve ark. 2008), Amerika (Parker
2009), ispanya ve Yugoslavya’da (Sauerborn ve ark. 2002) énemli verim kayiplara neden
oldugu rapor edilmistir. Akdeniz ve Bat1 Asya’ da 1991 yilinda 16 milyon hektar alanin (Parker
2009), ispanya’nm orta ve giiney bolgelerinde ise 100000-350000 hektar alanin canavar otu
tehlikesi altinda oldugu belirtilmistir (Diaz-Sanchez ve ark. 2003). Canavar otu zarari nedeniyle
ayciceginde %58, tiitiinde %50, baklada %35 (Demirkan 2005), havugta %50 (Bernhard ve ark.
1998), bezelyede %80 (Perez-de-Luque ve ark. 2005) ve domateste ise Tiirkiye’de ortalama
%24 (Aksoy ve Uygur 2008) verim kaybi oldugu belirtilmistir. Orta Doguda canavar otlarindan
kaynaklanan yillik iiriin kaybinin 1,3-2,6 milyar dolar oldugu tahmin edilmektedir (Aly 2007).
Canavar otu tiirlerinden olan O. cumana bitkisinin Avrupa ve Asya’da ay¢i¢eginde meydana

getirdigi verim kaybinin %80’lere ulastig1 bildirilmistir (Louarn ve ark. 2016).

2.5 Canavar Otu Miicadelesi

Diinyada canavar otu tiirlerine kars1 farkli kontrol yontemleri denenmis olup, 6zellikle
metil bromid igeren kimyasallar, solarizasyon ve/veya glifosat etken maddeli herbisit
uygulamalarinin basarili oldugu bildirilmistir. Fakat bu tiir uygulamalar sadece ortii alti
tiretimde uygulanabilmekte, maliyeti yiiksek olmakta ve bazilarinin da zararli etkileri
bulunmaktadir. Dolayisiyla bu yontemler genis tarim alanlarinda uygulanabilir olarak
goriilmemektedir. Ortii alt1 yetistiriciliginde uzun yillar bu parazitin miicadelesinde kullanilan
metil bromitin kullanimina Avrupa birligi 1 Ocak 2005 yilina kadar izin vermis (Mauromicale
ve ark. 2005), Tiirkiye’de ise 2007 yil1 sonu itibar ile yasaklanmistir (Meri¢ ve Oztekin 2008).
Bu uygulamalar nedeniyle seralarda alternatif miicadele yollar1 aranmaya baglanmistir.
Orobans tarafindan enfekte edilmis aygigegi tarlalarinda orobansa karsi miicadele etmenin en
stirdiiriilebilir yolu parazite karsi direncli cesitler gelistirmektir. Alternatif olarak IMI direng
alleli belirlenen yabani aygicegi tiirlerinden elde edilen aygicegi hibritlerine (genetigi
degistirilmis olmayan) IMI herbisiti uygulanmasi ile parazit kontrolii yapildigida bazi
caligmalarda bildirilmistir (Kaya ve ark. 2004a, Kaya ve Evci 2007, Kaya ve ark. 2012, Kaya
2015).



Solarizasyon uygulamasi, ozellikle ortii alt1 iiretiminde asirt derece de sorun olan
canavar otu tiirlerine karst oldukga etkili olan ve yaygin olarak kullanilan bir yontem olmasina
ragmen, tarlalarda sorun olan canavar otlar1 i¢in kullanim1 ekonomik degildir ve biiyiik oranda
sicak bolgelerde uygulanabilir bir yontemdir. Bu nedenle son yillarda canavar otu tiirlerinin
neden oldugu sorunu azaltmak igin kiiltiirel metotlar 6ncelikli olmak {izere entegre miicadele
ile ilgili caligmalara agirlik verilmistir (Aksoy ve ark. 2014). Solarizasyon yontemi tek yillik,
bazi ¢cok yillik ve parazit yabanci otlara karsi etkili olmasiyla birlikte, kiiltiir bitkisinin daha iyi
gelismesine ve verimin daha yiliksek olmasina olanak saglamaktadir (Patel ve ark. 2005).
Solarizasyonun agik arazilerde de canavar otuna etkili oldugu bildirilmektedir (Jacobsohn ve
ark. 1980, Haidar ve Sidahmad 2000). Solarizasyon veya diger yontemlerle kombinasyonunun
seralarda da canavar otuna karsi oldukga etkili oldugu bulunmustur (Katan 1987, Mauromicale
ve ark. 2001, Boz ve ark. 2012).

Uretici kosullarin da yaygin olarak kullanilan bir yéntem olan tuzak bitkiler (musur,
yulaf, keten vb), canavar otu tohumlari i¢in gerekli strigolakton tiirevi bilesikleri salgilayarak
c¢imlenmelerini saglarlar. Cimlenen canavar otu tohumlar1 tuzak bitkilerin kdoklerine
tutunamadiklar1 i¢in 6liirler. Bu yontemle topraktaki canavar otu miktar1 azalmis olur (Kitis
2015). Canavar otuyla miicadelede, sentetik allelopatik maddelerin kullaniminin dogal ve farkli
bir yol oldugu bildirilmektedir (Sauerborn 1991). Bir bitkiye ait siirgiin, kok, yaprak veya
ciceklerinden salinan dogal kimyasal bilesiklerin bir baska bitkiyi etkilemesi olayina allelopati
denir ve bu yontem yabanc1 otlarla miicadelede kullanilabilmektedir (Rice 1995).

Sertifikali tohumlarin tercih edilmesi, temiz tohum ve fidelerin kullanilmasi ya da
canavar otu ile bulasik tarlalarda yetistirilen kiiltiir bitkilerinin tohumlarinin kullanilmamasi
canavar otu ile miicadelede onemli bir rol oynamaktadir (Kitis 2015). Bulasik tarlalardan
toplanan canavar otlar1 yakilmali ya da derin ¢ukurlara gomiilmelidir. Canavar otu tohumlari
cok kiiciik oldugundan tarimda kullanilan alet ve makinalarla, bitki dokulartyla/kisimlariyla,
ciftlik hayvanlariyla, sulamayla (yagmurlama ve asir1 sulama), riizgarla veya erozyona ugramis
bulasik topraklarla ¢ok kolay yayilabilir ve yeni alanlarda sorun olmaya baslayabilir. Bundan
dolay: sulama sularinin canavar otu tohumu ile bulagik olmamasina dikkat edilmeli, canavar
otu ile bulasik tarlalarda kullanilan alet ve ekipmanlar yeni {iretim alanlarin da
kullanilmamalidir. Canavar otu tohumu bulasik alanlarda galisan kisilerin ayakkabi, gizme gibi
kiyafetlerine yapisan veya canavar otu tohumlar ile bulasik alanlarda otlayan hayvanlarin

istline yapisan canavar otu tohumlarinin temiz iiretim alanlarini kirletmemelerine dikkat

edilmelidir (Saghir 1986, Demirkan 2005).
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Canavar otu yogunlugunun az oldugu veya kiigiik tarlalarda, canavar otunun tiiriine ve
konukgusuna gore degisebilmekle beraber toprak yiizeyine ¢ikan siirglinler tohum
olusturmadan Once elle cekme yontemi ile uzaklastirilabilir. Boylece canavar otu tohumunun
olgunlasmasi ve yayilmasi engellenebilir. Toplanan canavar otu siirgiinleri tarlada
birakilmamali, yakilmali ya da derin ¢ukurlara gémiilmelidir (Kitig 2015). Topragin ilk 10 cm
derinliginde bulunan canli canavar otu tohumlarinin ¢ok yogun bulasiklik goriilen tarlalarda 45-
50 cm derinlikten siiriilerek daha derinlere gomiilmesi ile yogunlugunun azalmasi saglanabilir.
Fakat ikinci bir derin siirme islemi yapilmamalidir, aksi takdir de derinlere gomiilmiis olan
canavar otu tohumlar tekrar toprak yiizeyine ¢ikarilabilir. Bu yontemle topragin derinlerine
gonderilen canavar otu tohumlar1 gerekli uyaricilara ulasamayacak ve ¢imlenemeyeceklerdir
(Kitis 2015). Canavar otu ile biyolojik miicadele de iilkemizde ya da diinya da uygulamaya
konulmus bir yontem bulunmamaktadir. Fakat yapilan arastirmalar sonucunda Phytomyza
orobanchia Kalt. sineginin canavar otu ile miicedelede etkili bir yontem oldugu bildirilmistir.
Bu sinegin erginleri yumurtalarini canavar otunun iizerine birakmakta ve larvadan tekrar ergin
hale gelinceye kadar ki donemde tamamen canavar otlari {izerinde hayatin1 devam
ettirmektedir. Arastirmalar canavar otu tiirlerinde bu bdcege ait larvalarinin %37-69 oraninda
oliimlere sebep oldugunu, %90’lara varan oranda ise tohumun kapsiil baglamasini engelledigi
veya tohumlarin ¢imlenme Ozelligini yitirdigini ve ek olarak tohum baglama oranlarinin

diistiigiinii gostermistir (Giray ve Nemli 1983, Aksoy ve ark. 2006).

2.6 Canavar Otunun Ayciceginde Meydana Getirdigi Zararlar ve Tiirkiye’deki Durumu

Ulkemizde aygigegi iiretiminin yogun olarak yapildigi Trakya bolgesinde yogun zarar
meydana getiren canavar otu (Orobanche spp.), aygigeginde 6nemli verim ve kalite diisiisiine
neden olmaktadir. Canavar otu diger Avrupa ve Balkan iilkelerinde de 6nemli verim kayiplarina
sebep olan koke tam bagimli bir parazittir. Konukgusunun koklerini tutunarak, yasami igin
gerekli olan su ve besin maddelerini almaktadir. Bundan dolayr konuk¢usunun gelisimini
olumsuz etkilemekte ve onemli Ol¢iide verim kayiplarina neden olmaktadir. Canavar otu
(Orobanche spp.) degisik ¢evre ve iklim kosullarinda yeni fizyolojik irklar meydana getirmekte
ve bunlara dayanikli aygicegi gelistirilse bile tekrar ortaya g¢ikarak sorun olusturmaktadir.
Aygigeginde zararli olan canavar otu Orobanche cumana tiiriidiir (Aksoy ve Pekcan 2014)

Canavar otu ay¢iceginde tane verimini azalttig1 gibi, bin dane agirlig1, tanedeki yag ve
protein orani, bitki boyu, tabla biiyiikliigii, bitki basina verim ve kalite gibi daha bir¢cok dnemli

karakteri de olumsuz etkilemektedir. Ulkemizde aygcicegi tarimi, birinci diinya savast
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sonrasinda balkanlarda baslamis ve daha sonrasnda ekim alami iilke geneline yayilmistir.
Ulkemizdeki aycicegi iiretiminde Orobans sorunu ilk olarak 1956 yilinda goriilmiistiir
(Demirbas 2006). 1951-1955 yillarinda 86-100 kg/da olan ortalama verim, 1956’da yaklasik 60
kg seviyesine diismiistiir. 1960’larin basinda Rusya’dan orobansa dayanikli Vniimik ¢esidinin
getirilmesiyle bu sorun ¢oziilmiistiir (Aksoy ve Pekcan 2014).

1985 yilinda aygicegi iiretim sahalarinda canavar otunun yogunlugunun, Edirne ve
cevresinde daha fazla oldugu belirlenmistir. Canavar otu ile bulasma Tekirdag’a ve hatta
Corlu’ya kadar yayilis gostermistir. 1981 yilinda orobansin yeni irklar1 tekrar Trakya
bolgesinde goriilmiistiir. Trakya Tarimsal Arastirma Enstitiisii (TTAE) ve 6zel sirketlerce
yapilan ¢aligmalar sonucunda iilkemizde yayilis gosteren irklar tespit edilmis, yayilis alanlar
belirlenmis ve yeni gelistirilen 6zel dayanikli cesitlerle sorun ortadan kaldirilmistir (Kaya
2003).

Tiirkiye’de aygigegi tiretimi yapilan alanlar 1956- 1982 yillar1 arasinda Orobanche spp.
kaynakli yaklagik %50 oraninda azalmistir (Biilbiil ve ark. 1991). Verim ve kalite kaybina
¢ozlim olarak gift¢iler derin stirim ve dayanikli hibritlerin ekimiyle {irtinlerini koruma altina
almaktadir. Son yillarda hem iilkemizde hemde Dogu Avrupa iilkelerinde, orobansin yeni 1rk
veya irklar ortaya ¢ikararak tekrar problem olmaya bagladigi bildirilmektedir. Bu durum,
yaklagik her yirmi yilda bir orobans parazitinin dayanikli ¢esitlere kars1 kendini yenileyerek
dayaniklilik mekanizmasini kirdigini ortaya koymaktadir (Kaya 2003, Labrouse ark. 2004).

1982-1987 willar1 arasinda TTAE tarafindan aygigegi cesitleri ve islah materyali
denemeye alinarak dayanikli hat ve gesitler elde edilmistir. Romanya’dan temin edilen 1rk
ayirici ile bolgedeki canavar otunun 5 yeni irktan (A, B, C, D, E) olustugu ortaya ¢ikmustir.
Trakya’da aycicegi ekim alanlarinin yaklasik iicte ikisinden fazlasinda canavar otunun yeni
wrklar1 goriilken, TTAE tarafindan yiiriitiilen bir projede 2004’den sonra yeni ik canavar
otlariin tiim Trakya bolgesinde yayilis gosterdigi belirlenmistir. Yapilan litaratiir ¢alismalart
sonucunda son yillarda canavar otlarinin yeni irklar gelistirdigi gézlemlenmistir (Cizelge 2.2).

Ulkemizde canavar otu sorunun belirlenmesi ve ¢dziilmesi amaciyla Tiirkiye Bilimsel
ve Teknolojik Arastirma Kurumu (TUBITAK) 1n destegi ile ‘Ulkesel canavar otu (Orobance
spp.) Projesi’ 2006 yilinda baslamis ve 2010 yilinda tamalanmustir. Bu projede gesitli arastirma
enstitiisi, tiniversite ve 6zel firmalardan toplam 35 arastirmaci ¢alismistir. Bu proje kapsamin
da oncelikle canavar otu sorununun boyutu iilkesel ¢apta ele alinarak bu yabanci otun
konukgusu olan kiiltiir bitkilerindeki canavar otu tiirleri, yayilis alanlart ve yogunluklari

belirlenmistir (Aksoy ve Pekcan 2014).
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Cizelge 2.2. Diinyadaki farkli iilkelerde bulunan Orobanche cumana irklar1 (Molinero-Ruiz
ve ark. 2015’den Tiirk¢e’ye ¢evirilmistir)

.. Belirlenen O. cumana Irklar:
Ulke - Kaynaklar
Gecmis Giiniimiiz
Bulgaristan |A,B,C,D,E |E,F, G Shindrova 2006, Batchvarova 2014
Cin A A, B,C,D,E,F, G | MaveJan 2014, Shi ve ark. 2015
Fransa |Mevcut degil | Bilinmiyor Jestin 2012, Jestin ve ark. 2014
Macaristan | A, B. C, D EF Zoltan 2001, Hargitay 2014, Molinero-Ruiz
ve ark. 2014
Kazakistan | Bilinmiyor CG Antonova 2014
Moldova |B, C E,F Gisca ve ark. 2013, Duca 2014
Vranceanu ve ark. 1980, Pacureanu-Joita ve
Romanya 1A, B,C.D.E |FG ark. 2008, Pacureanu 2014
Tolmachyov 1990, Antonova ve ark. 2009;
Rusya 1A B,C.D D.EF.GH 2013, Antonova 2014
Sirbistan | B, E E Mihaljcevic 1996, Miladinovic ve ark. 2014
Gonzalez-Torres ve ark. 1982, Melero-Vara
ve ark. 1989, Saavedra Del Rio ve ark. 1994,
. Alonso ve ark. 1996, Molinero-Ruiz ve ark.
Ispanya |B,C,D,E E.F 2006, Fernandez-Escobar ve ark. 2008,
Molinero-Ruiz ve ark. 2009, Molinero-Ruiz
ve Dominguez 2014
e e Kaya ve ark. 2004, Kaya ve ark 2012, Kaya
Tirkiye | Bilinmiyor | F, G, H 2016, Molinero-Ruiz ve ark. 2014
Ukrayna |A,B,C,D E,.F,G Tolmachyov 1990, Pototskyi 2014

2.7 Mikrosatellitler (Basit Dizi Tekrarlari) ve Kullanim Alanlar:

Mikrosatellitler (basit dizi tekrarlari, SSRlar), 6zellikle okaryotik kromozomlarin
okromatin bolgesinde olmak iizere niiklear ve organel genomunun protein kodlayan veya
kodlamayan herhangi bir bolgesinde bulunabilen, genom boyunca dagilmis, 1-10 niikleotidin
(yaygin olarak diniikleotid) tekrarlanmasi ile olusan kisa DNA dizileri olarak da
tanimlanabilirler (Toth ve ark. 2000, Semagn ve ark. 2006, Vieira ve ark. 2016). Mikrosatellit
lokuslarinda var olan polimorfizmin belirlenmesinde, calisilan tekrar bolgesinin veya SSR
lokusunun yan boélgelerine komplementer primerler kullanilarak, tekrar bolgeleri PCR ile
cogaltilir ve elde edilen DNA parcalari elektroforetik olarak analiz edilir (Anzidei ve ark. 1999,
Scotti ve ark. 1999, Bandelj ve ark. 2004, Varshney ve ark. 2005).

Mikrosatellitler genellikle seleksiyon ve c¢evre baskisi tarafindan direkt olarak
etkilenmezler (Scotti ve ark. 1999) ve genomda nétr etkileri olabildigi gibi, belirli tiirlerde de
onemli gorevleri Gistlenmektedirler (Hancock ve ark. 1998, Varshney ve ark. 2005, Oliveira ve

ark. 2006). Un ve ark. (2000) mikrosatellitlerin temelde benzer olmasina ragmen, belirli bir
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tirde polimorfik olduklarin1 ve bireyden bireye kiigiik farkliliklar igermeleri nedeniyle
molekiiler genetik alaninda belirtec olarak kullanilmalarinin uygun oldugunu ifade etmislerdir.
Bilim adamlar1 tarafindan populasyon genetigi gibi ¢alismalarda kullanilmak iizere gesitli
molekiiler genetik belirte¢ler (SSR, RFLP, PCR-RFLP, AFLP, RAPD, STR gibi)
gelistirilmistir. Bu belirteclerden biri olan mikrosatellitler yeniden iiretilebilirlik, birden fazla
allellik, kodominant kalittim ve bol miktarda genom kapsami sebebiyle populasyon genetigi,
genetik cesitlilik, akrabalik ve topluluk arastirmalari gibi molekiiler diizeyde yapilan
caligmalarda kullanilan en hizli ve yiiksek etkili molekiiler araglardir. Mikrosatellit analizlerinin
tekrarlanabilirlik diizeyinin ¢ok yiliksek olmasi, analizler i¢in az miktarda (1,5-50 ng) DNA
Orneginin yeterli olmasi ve mikrosatellitlerin genomda daginik olarak bulunmasi gibi 6zellikler
bize mikrosatellitlerin gilivenilir belirtecler oldugunu gostermektedir. (Scotti ve ark. 1999,
Oliveira ve ark. 2006, Semagn ve ark. 2006, Gokdogan ve Kaya 2015). Mikrosatellitler
kodominant 6zellik gosterdikleri i¢in genetik ¢aprazlamalar gerektirmeksizin homozigot ve
heterozigot genotipler kolaylikla birbirlerinden ayirt edilebilmektedir (Gillet 1999, Robinson
ve Harris 1999, Scotti ve ark. 1999, Bandelj ve ark. 2004). Bu 6zelligi ile mikrosatellit analizler
sirasinda farkli PCR iriinleri karistirilarak ayni jele yiiklenebilmekte ve birden fazla
mikrosatellit belirteci kullanilarak multipleks PCR kurulabilmektedir. Tim bu o6zelliklerinin
yant sira, bir tiir i¢in bulunan ve/veya tasarlanan belirteclerin yakin tlirler icin de
kullanilabilmesi mikrosatellitler ile ¢alisanlara biiyiik avantajlar sunmaktadir (Anzidei ve ark.
1999, Robinson ve Harris 1999, Scotti ve ark. 1999, Oliveira ve ark. 2006). Mikrosatellitler, bir
calismaci i¢in biiyiik oranda zaman, isgiicli ve maddi agidan kazang saglanmaktadir.

Mikrosatellit belirtecleri genellikle yabani bitki tiirlerinde (i) genetik mesafeye dayali
cesitlilik caligmalarinda, (ii) gen akimi ve krossing-over seviyesinin belirlenmesinde, (iii) gen
kaynaklarinin korunmasi ¢alismalarinda, (iv) evrimsel ¢alismalarda kullanilmaktadir
(Mammadov ve ark. 2012, Hayward ve ark. 2015, Vieira ve ark. 2016). Kiiltiire alinmig bitki
tiirlerinde ise (i) baglant1 haritalarinin olusturulmasinda, (i1) kantitatif karakter lokuslarinin
(QTL) haritalanmasinda, (iii) markira dayali seleksiyonda, (iv) genetik haritalama ve DNA
parmak izi ¢calismalarinda yaygin olarak kullanilmaktadir (Garcia ve ark. 2006, Jonah ve ark.
2011, Kalia ve ark. 2011, Souza ve ark. 2013; Pereira ve ark. 2013).

2.8 Canavar Otu Tiirleri ile Tlgili Yapilmis Genetik Calismalar

Orobanche cumana Wallr., iilkemizde, Avrupa ve Balkan iilkelerinde, aygigegi

veriminde %100’e varan diisiislere sebep olan bir canavar otu tiiriidiir. Ay¢iceginde goriilen
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orobans 1rklari latin alfabesi kullanilarak adlandirilir; A, B, C, D ve E irklar eski irklar olup, F,
G ve H ise en yeni en virulent 6zellikte olan wrklardir (Timko ve Scholes 2013, Kaya 2014a,
2014b, Molinero-Ruiz ve ark. 2015). Bu tiir ¢ok kiigiik ve fazla sayida tohumlar i¢erdiginden,
kolayca yayilmakta ve boylelikle aygigegi tiretimi yapilan alanlarda hizli epidemilere neden
olmaktadir (Kaya 2003). Orobanche cinsine ait genetik ¢esitlilik ¢alismalarinda belirtegler
kullanilarak yapilan ilk ¢alismada izoenzimler kullanilmistir (Verkleij ve ark. 1986). Daha
sonralar1 ise RAPD ve ISSR belirtecleri ayn1 amag i¢in kullanilmistir (Katzir ve ark. 1996,
Gagne ve ark. 2000, Benharrat ve ark. 2002, Roman ve ark. 2002). Son yillarda yapilan
calismalarda ise SSR belirtecleri kullanilmaya baslanmigtir (Pineda-Martos ve ark. 2013,
Pineda-Martos ve ark. 2014a, 2014b, Martin-Sanz ve ark. 2016).

Pineda-Martos ve ark. (2013) tarafindan yapilan calismada Ispanya’dan érneklenen 50
O. cumana populasyonunun 15 SSR primeri kullanilarak genetik cesitliliginin belirlenmesi
amaglanmistir. Pineda-Martos ve ark. (2013) tarafindan yapilan bu ¢aligmada elde edilen
sonuglarin O. cumana parazitinin kontrol altina alinmasi amaci ile gelismis bitki 1slah
programlarinin (6zellikle aycicegi) olusturulmasinda ve bu programlarin yonetiminin ve
devamliliginin saglanmasinda 6nemli katkilar saglayacagi vurgulanmistir. Gagne ve ark. (2000)
tarafindan 2 (Ispanya ve Bulgaristan) O. cumana populasyonu kullanilarak yapilan ¢alismada
AFLP belirtecleri kullanilmis ve Gagne ve ark. (1998) tarafindan RAPD belirtecleri
kullanilarak yapilan diger caligsma ile sonuglar karsilastirilmistir.

Pineda-Martos ve ark. (2014a) tarafindan O. cumana parazitinde mikrosatellitlerin
genetik karakterizasyonda kullanimini arastirmak iizere yapilan ¢alismada, 298 SSR primeri
gelistirilmis ve bu primerlerden 79 tanesinin 18 farkli bolgeden toplanan O. cumana
populasyonunda polimorfik oldugu ve genetik ¢esitlilik ¢aligmalar1 i¢in gii¢lii bir ara¢ oldugu
belirtilmistir. Ayrica bu SSR primerlerinin O. cernua gibi yakin akraba tiirlerde de
kullanilabilecegi vurgulanmistir. Pineda-Martos ve ark. (2014b) tarafindan Bulgaristan’da hem
aycicegi tarlalarindan hem de yabani Asteraceae tiirlerinin oldugu alanlarda belirlenen O.
cumana populasyonlarinin genetik cesitliligi ve bu populasyonlar arasinda etkin gen
aligverisinin varligir SSR lokuslar1 (15 SSR primeri) kullanilarak ¢alisiimistir. Pineda-Martos
ve ark. (2014b) tarafindan yapilan bu calisma sonucunda yabani populasyonlar ve aygicegi
tarlalarindaki populasyonlar arasinda iki yonlii gen akiminin bulunmasinin yeni fizyolojik
orobans 1rklarinin olugmasinda etkili olabilecegi ve bunun sonucunda yabani populasyonun
genetik ¢esitliliginin ay¢igegi diren¢ mekanizmasinin iistesinden gelebilecegi bildirilmistir.

Molinero-Ruiz ve ark. (2014) tarafindan Macaristan (1 populasyon), Romanya (1

populasyon), Ispanya (4 populasyon) ve Tiirkiye (5 populasyon)’den toplam 11 O. cumana
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populasyonunun genetik olarak direngli aygicegi c¢esitlerini enfekte etme yoniinden
karakterizasyonu yapilmustir. Ayrica yine bu calismada Macaristan, Ispanya ve Tiirkiye’den 39
O. cumana populasyonunun RAPD-PCR (18 RAPD primeri) kullanilarak molekiiler
karakterizasyonu yapilmistir. Bu calismada yapilan AMOVA sonuglarina gore genetik
cesitliligin %60’ 1min iilkeler aras1 gesitlilikten, %40’ 1nn ise ayni iilke i¢indeki populasyonlar
arasi farkliliktan kaynaklandigi bildirilmistir. Martin-Sanz ve ark. (2016)’nin ¢alismasinda 4 O.
cumana populasyonunun viriilans etkileri ve genetik ¢esitliligin viriilans 6zelligini arttirmadaki
etkisi 20 SSR belirtegleri kullanilarak arastirilmistir.

Literatiir arastirma sonucunda diger orobang tiirleri i¢in yapilan caligmalara da
rastlanmistir. Paran ve ark. (1997) tarafindan Israil’den drneklenen 5 orobans tiiriinde 22 RAPD
primeri kullanilarak yapilan ¢alismada tiirler arasi ve tiir i¢i farkliliklar belirlenmistir. Paran ve
ark. (1997) tarafindan yapilan bu galisma, dogal orobans populasyonlari tizerinde DNA
belirtegleri kullanilarak yapilan ilk calismadir. Benharrat ve ark. (2002), Fransa’dan 6rneklenen
O. hederae ve O. amethystea, Ispanya, Bulgaristan, Israil ve Romanya’dan érneklenen O.
cumana ve O. cernua populasyonlarinda 5 ISSR belirteci kullanarak orobans tiirleri ve
populasyonlar1 arasindaki farkliliklar1 belirlemislerdir. Benharrat ve ark. (2002)’nin
caligmasinda ISSR belirteglerinin O. hederae tiirinde populasyonlar arasi cesitliligi
belirlemede, O. cumana i¢in ise genetik karakterizasyon ve 1rklarin belirlenmesinde
kullanilabilecegi rapor edilmistir.

Roman ve ark. (2001) tarafindan Ispanya’dan 6 O. crenata populasyonu iizerinde 23
RAPD primeri kullanilarak yapilan ¢alismada, genetik ¢esitliligin biliylik oranda (%94.29)
populasyon i¢i bireyler arasi gesitlilikten kaynaklandig: bildirilmistir. Roman ve ark. (2003)
tarafindan 20 orobans tiirlinde 5 RAPD primeri kullanilarak yapilan ¢caligmada tiire 6zgii RAPD
belirteci belirlenmistir. Roman ve ark. (2003) tarafindan yapilan bu ¢aligmada, Orobanche
cinsine ait tiirlerin siniflandirilmasi ve genetik iligkilerin belirlenmesi i¢in daha fazla tiiriin,
daha fazla populasyonun ve niiklear veya plastit DNA belirte¢lerinin gerekliligi vurgulanmustir.
Roman ve ark. (2007) tarafindan yapilan ¢alismada, orobans tiirlerinin (3 tiir) kloroplast DNA
(cpDNA) belirtegleri kullanilarak PCR-RFLP teknigi ile belirlenebilecegi bildirilmistir. Roman
ve ark. (2007) tarafindan yapilan ¢alismada, plastit DNA belirteglerinin tiirleri belirlemede,
Ozellikle morfolojik olarak ayirt edilmesi zor olan orobans tiirlerinde, basit ve giivenilebilir bir
tanimlayici arag oldugu vurgulanmistir. Brault ve ark. (2007) tarafindan Fransa’dan 6rneklenen
3 O. ramosa populasyonunda 2 RAPD primeri (24 RAPD primeri denenmis en iyi sonug veren
2 tanesi segilmistir) kullanilarak genetik cesitlilik belirlenmistir. Vaz Patto ve ark. (2008) Fas’ta
5 O. foetida populasyonunda AFLP belirtegleri kullanarak genetik ¢esitliligi belirlemislerdir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Orobanche cumana Populasyonlari

Bu tez caligmasinda; Edirne, Kirklareli ve Tekirdag illerinin farkli bolgelerindeki
aycicegi (Helianthus annuus L.) tarlalarindan 2011-2012-2013 yillarinda toplanmis 6 (alt1)
farkli O. cumana populasyonuna ait tohumlar kullanilmistir (Cizelge 3.1). Her bir populasyona
ait tohumlar ‘bulk’ olarak toplanmis ve plastik tiiplerde +4°C’de karanlikta saklanmustir.
Yapilan literatiir taramasina gére O. cumana tohumlariin canliligi laboratuvar kosullarinda

karanlikta saklandiginda 17 yila kadar siirmektedir (Molinero-Ruiz ve ark., 2008).

Cizelge 3.1. Calisilan O. cumana populasyonlarina ait lokasyon bilgileri

Populasyon Populasyon Adi Toplanma Yih
Numarasi
P1 Avariz/Merkez/Edirne 2012
P2 Ballihoca/Muratli/Tekirdag 2012
P3 Karamusul/Liileburgaz/Kirklareli 2013
P4 Kuleli/Babaeski/Kirklareli 2013
P5 Ballthoca/Muratli/Tekirdag 2013
P6 Avariz/Merkez/Edirne 2011

3.2 Aycicegi ve O. cumana Populasyonlarina ait Bitkilerin Yetistirilmesi

O. cumana bitkilerinin yetistirilmesi i¢in; her bir populasyona ait 100 mg O. cumana
tohumu 1:1 oraninda perlit ve torf igeren saksilara (1,5 litre) eklendi ve tohumlarin perlit ve torf
karisimi ile iyice karigmasi saglanmistir. Her bir saksinin altindaki deliklere sulama islemi
uygulandiginda topragi kacirmamasi i¢in taslar yerlestirilmistir (Sekil 3.1). Ay¢icegi tohumlari
ise nemli kurutma kagidi igceren Petri kaplarinda ¢imlendirildi ve 2 giinliik filizler 6nceden
hazirlanan O. cumana tohumu igeren saksilara, her bir saksida 3 adet aygigegi fidesi olmak
tizere aktarilmistir (Sekil 3.2). Trakya bolgesinde yayilis gosteren O. cumana bitkilerinin
yetistirilmesi icin canavar otuna hassas Ozdemirbey aycicegi cesidi kullanilmistir. Her bir O.
cumana populasyonu icin 3 adet saks1 hazirlanmustir. Bitkiler NKU, Ziraat Fakiiltesi, Tarla

Bitkileri Boliimii bitki yetistirme odasinda kontrollii kosullarda 250 pmol m? s 151k igeren 16
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saat fotoperiyotta, 25+2°C/15+2°C (gilindiiz/gece) sicaklikta, %60+5 nemli ortamda yaklagik 2
ay stiresince yetistirilmistir. Bitkiler belirli araliklarla sulanmis, herhangi bir giibreleme islemi
yapilmamustir (Sekil 3.3). Orobans populasyonlarina ait bireylerden toprak ylizeyine ¢ikis
ekimden sonra 31. giinden itibaren baslamis ve 6rnekler 35. giinden itibaren toplanmistir. Ornek

toplanmasina yeterli sayida 6rnek elde edilene kadar devam edilmistir.

Sekil 3.1. Ayc¢igegi ve O. cumana populasyonlarina ait bitkilerin yetistirilmesi i¢in torf, perlit
ve canavar otu tohumlari karistirilarak hazirlanmis saksilar

Sekil 3.2. Aycicegi tohumlarinin ¢imlendirilmesi ve saksilara ekimi
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Sekil 3.3. Aycicegi ve O. cumana populasyonlarina ait bitkilerinin kontrollii kosullarda
yetistirilmesi

Her bir O. cumana populasyonuna ait 20 bireyden bitki ¢igeklenmeden once taze doku

ornekleri alinmistir, populasyon adi ve birey numarasi ile etiketlenmis aliiminyum folyaya

sartlarak DNA izolasyonuna kadar -80 °C’de saklanmustir (Sekil 3.4).

Sekil 3.4 Her bir populasyona ait yetistirilen orobans bitkilerinin muhafazasi
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3.3 DNA izolasyonu

Kalite ve miktar olarak en iyi DNA izolasyonunu yapabilmek i¢in bircok manuel DNA
izolasyon yontemi ve bu yontemlerin modifikasyonlari denenmistir (Dellaporta ve ark. 1983,
Doyle ve Doyle 1990, Li ve ark. 2007, Azmat ve ark. 2012, Healey ve ark. 2014). DNA
izolasyonu optimizasyonlar1 sonucunda kalite ve miktar acisindan en iyi olan ve PCR
analizlerinde istenilen kalitede sonug veren DNA 6rnekleri Dellaporta ve ark. (1983) ve Doyle
ve Doyle (1990) tarafindan bildirilen DNA izolasyon metotlar ile elde edildigi igcin DNA
izolasyonunda bu iki metot baz1 modifikasyonlarla kullanilmistir.

Bu tez calismasi kapsaminda her bir O. cumana populasyonuna ait 20 bireyden alinan
ve -80°C’de saklanan doku Orneklerinden yeterli miktarda alinmig (yaklasik 1-1.5 mm
uzunlugunda) ve Retsch® MM400 model vibrasyonlu dgiitiicii kullanilarak 2 ml’lik santrifiij
tiipleri iginde ezilmistir. Homojenizasyon isleminin etkinligini arttirmak icin bitki 6rnekleri bir
bistiiri yardimu ile kiigiik parcalara bolinmiistiir (Sekil 3.5). Homojenizasyon islemi sirasinda
her bir tiip i¢ine 3 mm’lik metal bilyelerden 3’er tane eklenmistir. Homojenizasyon siiresi 3 dk
ve titresim frekansi ise saniyede 30 olarak ayarlanmustir (Sekil 3.6). Orneklerin iyi bir sekilde
homojenize olup/olmadig1 kontrol edildikten sonra homojenizasyon islemine son verilmistir.
Ogiitiiciiden alman 6rneklerin i¢indeki celik bilyeler bir miknatis yardimiyla ¢ikarilmis ve

ornekler DNA izolasyonuna hazir hale getirilmistir.

Sekil 3.5. DNA izolasyonu 6ncesinde orobang drneklerinin kii¢iik parcalara ayrilmasi
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Sekil 3.6. Orobans &rneklerinin  Retsch® MM400 model vibrasyonlu &giitiicii ile
homojenizasyonu

DNA izolasyonunda kullanilan yontemin basamaklari su sekilde siralanmaktadir:

1) lyice ezildigine emin olunan drneklere ait her bir tiipe dnceden hazirlanmig 65°C de bir siire
1sitilmig 6ziitleme tamponundan (100 mM Tris-HCI, 50 mM EDTA, 500 mM NaCl, 10 mM
2-mercaptoethanol, pH=8) 1000 ul eklenmistir.

2) Oziitleme tamponu eklenmis olan drneklerin iistiine 100 pl %20’lik SDS eklenmis Ve iyice
karigmasi i¢in vorteks yapilmistir.

3) Ornekler 65°C 1siticili blokda 60 dk inkiibasyona birakilmis, her 10 dk da bir nazikce
karigtirilmastir.

4) Inkiibasyon islemi bittikten sonra her tiipe 350 pl soguk 5M potasyum asetat eklenmis,
nazikge karistirtlmistir ve buzlu kapta 20 dk buzdolabinda (+4°C) bekletilmistir.

5) 13000 rpm’de 20 dk santrifiij yapilmistir.

6) Ustteki s1vi kistm (supernatant) steril 1,5 ml’lik santrifiij tiiplerine aktarilmistir.

7) Her bir tiipe esit hacimde Choloroform:Isoamylalcohol (24:1) eklenmis ve 5 dk nazikge
karigtirtlmastir.

8) 10000 rpm’de 5 dk santrifiij yapilmis ve her bir tiipten tstteki sivi kisim steril 1,5 ml’lik
santrifiij tliplerine aktarilmistir.

9) Her bir tiipe 800 pl isopropanol eklenmis ve nazikge karigtirilmigtir.
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10) +4°C’de gece boyu bekletilmistir.
11) 13000 rpm’de 15 dk santriflij yapilmis ve iistteki sivi kisim dokiilmiistiir.
12) Kalan isopropanolii iyice uzaklagtirmak i¢in tiipler ters ¢evrilmis ve bir siire bekleterek

pellet kurutulmustur (Sekil 3.7).

Sekil 3.7. DNA nin isopropanol ile ¢oktiiriilmesi ve DNA pelletinin kurutulmasi

13) Pellet 100 pl TE tamponu (50 mM Tris-HCI, 10 mM EDTA, pH=8) ile ¢6ziilmiis ve
37°C’de 30 dk bekletilmistir.

14) 20 ul 3M sodyum asetat eklenmis ve vorteks yapilmistir.

15) 100 pl isopropanol eklenmis ve nazikge karistirilmistir. -20°C’de 30 dk bekletilmistir.

16) 13000 rpm’de 10 dk santrifiij yapilmus, iistteki s1v1 kisim dokiilmiistiir.

17) Kalan isoprpanolii iyice uzaklagtirmak igin tiipler ters ¢evrilmis ve pellet kurutulmustur.

18) Her bir tiipe 1000 pl soguk %70’lik etanol eklenmis, 13000 rpm’de 10 dk santrifijj
yapilmistir.

19) Ustteki s1v1 kisim dokiilmiis, kalan etanol iyice uzaklastirilmasi igin tiipler ters cevrilerek
veya 37°C’de ~15-20 dk bekleterek kurutulmustur.

20) Her bir tiipe 4 pl RNase (10 mg/ml) ve 125 ul TE Tamponu (10 mM Tris-HCI, 1 mM
EDTA, pH=8) konularak ¢6ziilmiis ve 37°C’de 30 dk bekletilmistir.

21) izole edilen genomik DNA’lar PCR analizine kadar +4°C’de veya -20°C’de saklanmstir.

3.4 izole Edilen DNA Orneklerinde Miktar ve Kalite Tayini

Elde edilen DNA &rneklerinde miktar1 tayinin de Qubit® 2.0 Fluorometer cihazi

kullanilmistir. DNA miktar1 ng/ul olarak cihaz ekraninda okunmus ve kaydedilmistir. izole
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edilen genomik DNA oOrnekleri PCR reaksiyonu icin konsantrasyonu 10 ng/ul olacak sekilde
sulandirilmstir.

Ayrica izole edilen DNA’larin kalitesi ve DNA’da kiriklarin olup olmadigini belirlemek
icin izole edilen her bir 6rnege ait 5 ul DNA ve 1 ul yilikleme boyasi (loading dye) ile
karistirilarak RedSafe Nucleic Acid Staining Solution igeren %1°lik agaroz jellerinde 1X TBE
tamponunda 80 Voltta 30 dk yiiriitiilmiistiir. Elektroforez isleminden sonra jeller UV 15181
altinda Gel Imaging System Vilber Lourmat Quantum ST5 ile goriintiillenmistir (Sekil 3.8).

Sekil 3.8. Orobans populasyonlarina ait izole edilen baz1t DNA 6rneklerinin %1°lik agaroz
jeldeki goriintiileri

3.5 Niiklear Mikrosatellit (nSSR) Primerlerinin Belirlenmesi, Polimeraz Zincir

Reaksiyonu (PCR) Analizleri ve Elektroforez

Cesitli literatiir arastirmas1 sonucunda (Pineda-Martos ve ark. 2013; Pineda-Martos ve
ark. 2014a; Pineda-Martos ve ark. 2014b) O. cumana populasyonlarinin genetik ¢esitliligini
belirlemek i¢in kullanabilecegimiz SSR lokuslar1 taranmis (217 SSR lokusu) ve bilimsel
makalelerde en yaygin kullanilan 8 primer ¢ifti calismada kullanilmak tizere belirlenmistir. Tez
calismasinda kullanilmak tizere nSSR primerlerinin belirlenmesinde; primerin polimorfizm
orani, polimorfizmi saglamasi i¢in allel sayisinin yeterli derecede ¢ok olmasi, ayni florasan
boya ile isaretli olanlarin multipleks PCR analizi yapabilmek i¢in PCR iirlinlerinin uzunluklar
birbirinden farkli olmasi, primerlerin baglanma (annealing) sicakliklarinin birbirine yakin
olmas1 ve PIC (polimorfik bilgi igerigi) degeri yiikseldik¢e polimorfizm de artacagi i¢in, PIC
degerinin yiiksek olmas1 gibi ozellikler dikkate alinmistir. Segilen primer ciftlerine ait bilgiler
Cizelge 3.2°de verilmistir. Secilen primer ciftlerinin ileri (forward) primerleri 5' uglarindan
DNA parga (fragment) analizi i¢in uygun florasan boya (Applied Biosystems tarafindan tescilli
PET, NED ve VIC ile 6-FAM) isaretli olarak sentezlettirilmis ve biitiin 6rneklerinin analizinde

bu primerler kullanilmistir.
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Cizelge 3.2. Calismada kullanilmak tizere belirlenen nSSR primerlerine ait bilgiler

Primer dizisi (sekansi) 5> > 3’ Tekrar M

SSR primeri [F: Forward (ileri) primer, R: Reverse (geri) primer] motifi (OC)

F: 5'-PET-CATGTCTAAGCTTTTGGCTCG-3’
OCUM-52 | p. CAAGACTTGGAACAAGCAAATC (AG)w | 62

F: 5"-NED-AAGCTGTAAACAATGCCTGAA-3’
OCUM-70 | r. CCTCCTCCAGTACCACTAGGC (TG | 58

F: 5°-6-FAM-TTACAAGGTGAAACCACCCA-3’
OCUM-81 | R. CAGCTACTGTCCGCAAGAAA (CAhs |58

F: 5°-VIC-TTCTCGACAGCTTTGGGTAAA.-3’
OCUM-87 | p. ATGCCAACTTCGAGTGATCC (TTC)s | 62

F: 5°-VIC-TCGTTAATAAGTGGTTCACGAAAA-3’

OCUM-108 | R TGACTAAAAATAAAATGTACGGGTG

(GTAT)s | 58

F: 5°-6-FAM -CAGCAACTGTTTCTTCCATAGAG-3’
OCUM-141 | ¢ TCCAAGAAGAGGAAAAGAAGTGA (CTTes | 62

F: 5°-NED-TGAGGGTTTGTAAAGTGGGC-3’
OCUM-160 | r. CGTACCTTATCCCTCCGTCA (AG) |82

F: 5-PET-GTATGTGCGCCCGTCTTG-3’
OCUM-1% | . GGGGATGACTGTGTTTCGAT G |58

(Calismada nSSR primerleri i¢cin PCR analizleri Pineda-Martos ve ark. (2014b)’nin
calismasindaki reaksiyon kosullarinda ve PCR dongiilerinde denendi, ayrica laboratuvar
sartlarimiza uygun gerekli optimizasyonlar1 yapilmistir. PCR optimizasyonu i¢in degisik DNA
miktar1 (10, 20, 30 ve 50 ng), primer (5 pmol ve 10 pmol), dNTP (0,2, 0,3 ve 0,5 mM), MgCl.
(1,5 mM, 2 mM ve 2,5 mM) ve Tag DNA polimeraz (1U, 1,5U ve 2U) konsantrasyonlari
denenmistir. Optimum reaksiyon kosullar1 Cizelge 3.3’de verilmistir. Ayrica ¢alismada
optimize edilen PCR dongiileri Cizelge 3.4’de gosterilmistir.

PCR islemine baslarken, dncelikle her bir DNA 6rneginden 5 ul (yaklasik 50 ng) 0,2 ml
PCR tiiplerine konulmus ve daha sonra ise PCR karisimi (mastermix) hazirlanmigtir. Karisimin
icerigi Cizelge 3.3'de gdsterilmistir. Hazirlanan karigim Vortex karistirict ile karistirildiktan
sonra, her bir tipe 10 pl dagitilip toplam hacim 15 pl olarak ayarlanmistir. DNA
amplifikasyonlar1 Cizelge 3.3 ve Cizelge 3.4’de verilen kosullarda Applied Biosystems®
Veriti® Thermal Cycler ve Applied Biosystems® ProFlex™ PCR System Thermal Cycler
kullanilarak yapilmistir (Sekil 3.9).
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Cizelge 3.3. Calismada kullanilan nSSR primerleri i¢in optimize edilmis PCR kosullar

PCR Karisim Son Konsantrasyon
10X PCR Buffer 1X
MgCl2 2,5 mM
dNTPs 0,3 mM
fleri Primer* 10 pmol
Geri Primer 10 pmol
Taq DNA Polimeraz 1,5 U/ul
DNA 50 ng

* Kullanilan primer 5’ ucundan florasan boya ile isaretlidir.

Cizelge 3.4. Calismada kullanilan SSR primerleri i¢in optimize edilen PCR dongiileri
(Tm = DNA'nin erime sicakligr)

Basamak Sicaklik | Siire Dongii sayisi
1 95°C 5dk 1

2 95 1 dk

3 Tm°C 1dk 35

4 72°C 1dk

5 72°C 10dk |1

PCR iiriinleri elektroforez islemine kadar, aliminyum folyoya sarilmis sekilde +4°C'de
saklanmigtir. Bantlarin istenilen nitelikte olup olmadiklarini kontrol etmek i¢in RedSafe
Nucleic Acid Staining Solution igeren %2'lik agaroz jellerinde 1X TBE tamponunda 100 Voltta
yaklagik 1 saat yiiriitiilmistiir (Sekil 3.10). Elektroforez isleminden sonra jeller UV 15181 altinda
Gel Imaging System Vilber Lourmat Quantum STS ile goriintiilenmistir. Boylece SSR
analizleri sonucunda elde edilen bantlarin istenilen nitelikte kalitede olup olmadig:

belirlenmistir.
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Sekil 3.9. Thermal Cycler cihazlarinda DNA amplifikasyonlari ve Elektroforez

13 14: 15 16 17 18 19 20 13 14 15 16 17 18 19 20

-— . @ T Gt s .

OCUM-52

1314 157 165 47 185195520 13 14 15 16 17 18 19 20

£
Hum &s

OCUM-141
OCUM-160

P4 nolu populasyona ait 6rnekler

OCUM-70 OCUM-81

MMM IR e
1 R R M A i

OCUM-108

P5 nolu populasyona ait rnekler

Sekil 3.10. O. cumana populasyonlarina ait bazi 6rneklerin PCR iiriinlerinin UV 1s1k altindaki
jel gortintiist
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Elde edilen PCR iiriinlerinin DNA par¢a (fragment) biiyiikliiklerinin belirlenmesi
hizmet alimi ile yapilmistir. Calisilan populasyonlardaki orneklerden fragment analizlerinin
sonucu laboratuvarimizda GeneMapper Software 5.0 (Applied Biosystems) programi
kullanilarak degerlendirilmis ve bir primerin olusturdugu parcalarin baz biiyiikliikleri
belirlenmistir. GeneMapper Software 5.0 programi kullanilarak DNA parga analizi sonuglarinin
degerlendirilmesine ait farkli primerlerden elde edilen DNA parga biiytikliikleri ile ilgili bazi
ornekler asagidaki sekillerde verilmistir (Sekil 3.11, Sekil 3.12, Sekil 3.13, Sekil 3.14, Sekil
3.15, Sekil 3.16).
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Sekil 3.11. OCUM-70 no'lu primere ait allellerin GeneMapper Software 5.0 (Applied
Biosystems) programindaki goriintiisii
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Sekil 3.12. OCUM-87 no'lu primere ait allellerin GeneMapper Software 5.0 (Applied
Biosystems) programindaki goriintiisii
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Sekil 3.13. OCUM-108 no'lu primere ait allellerin GeneMapper Software 5.0 (Applied
Biosystems) programindaki goriintiisii
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Sekil 3.14. OCUM-141 no'lu primere ait allellerin GeneMapper Software 5.0 (Applied
Biosystems) programindaki goriintiisii
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Sekil 3.15. OCUM-160 no'lu primere ait allellerin GeneMapper Software 5.0 (Applied

Biosystems) programindaki goriintiisii

Sekil 3.16. OCUM-196 no'lu primere ait allellerin GeneMapper Software 5.0 (Applied

Biosystems) programindaki goriintiisii
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3.6 Verilerin istatistiksel analizi

Biitiin populasyonlar g6z Oniine alindiginda iki ve/veya daha fazla allele sahip olan
mikrosatellit bolgesi polimorfik lokus olarak degerlendirilmektedir. Bu nedenle polimorfizm
Olclitii olarak, bir lokustaki allel sayis1 dikkate alinmistir. Populasyonlarin genetik yapisini ve
cesitliligini belirleyebilmek i¢in her bir populasyonda, polimorfik lokuslar ve yiizdeleri,
polimorfik lokuslardaki gozlenen allel sayist (Na), etkili allel sayist1 (Ne), beklenen
heterozigotluk (He), gozlenen heterozigotluk (Ho), Shannon sabiti (I) ve standart hatalari
hesaplanmistir. Polimorfik lokuslarin toplam lokus sayisina boliinmesi ile polimorfizm yiizdesi
belirlenmistir. Ortalama allel sayisi, ¢alisilan her bir populasyondaki her bir lokusun sahip
oldugu allel sayisinin aritmetik ortalamasi alinarak bulunur. Her bir populasyonun genetik
cesitliligi, gozlenen ve Hardy-Weinberg dengesinde beklenen heterozigotluk diizeyleri
hesaplanarak belirlenir (Hartl ve Clark 1989). Polimorfik bilgi igerigi (PIC), bir belirtecin
populasyon i¢indeki polimorfizm degerini belirlemekte kullanilan 6nemli bir parametredir. PIC
degeri, bir lokusa ait allel sayisina ve allellerin populasyon i¢cindeki dagilimina gore degisebilir.
Caligmada kullanilan bireylerdeki her bir nSSR lokusu i¢in polimorfik bilgi igerigi (PIC) degeri
Botstein ve ark. (1980)’nin formiilii kullanilarak hesaplanmuistir.

Istatistiki analizlerde elde edilen ham veriler POPGENE (Microsoft Window-based
Freeware for Population Genetic analysis, Version 1.32) (Yeh ve ark. 1999) ve GenAlEx
[(Version 6.5) (http://www.anu.edu.au/BoZo/GenAlEx/)] (Peakall ve Smouse 2006) istatistik
paket programlar1 kullanilarak degerlendirilmistir. Basamaklt mutasyon modeline gore
molekiiler varyans analizinde (AMOVA) ARLEQUIN [(Versiyon 3.11) (Excoffier ve ark.
2005) istatistik programindan yararlanilmistir (http://cmpg.unibe.ch/software/arlequin3/)].
Nei’nin (1987) populasyonlar arasindaki genetik farklilagsma diizeyini belirleyebilmek ve yakin
baglant1 agaglarini (neighbor-joining trees) olusturmak i¢in Nei’nin tarafsiz genetik mesafe ve
benzerlik katsayilart hesaplanmistir (Nei 1987). Sonuglarin gorsel bir grafik {izerinde
goriilebilmesi icin, Nei’nin tarafsiz genetik mesafe katsayis1 ve UPGMA (Unweighted Pair-
Group Method with Arithmetic Average) kiimelendirme yontemi kullanilarak, bir dendrogram
olusturulmustur (Sneath ve Sokal 1973, Isik ve ark. 2005). Bu yontemler genel olarak numerik
taksonomide farkli taksonlarin (alt tiir, tiir veya daha {ist diizey taksonomik birimlerin) birbirleri

ile olan benzerlik veya farklilik derecelerini bulmak i¢in kullanilir (Sneath ve Sokal 1973).
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4. BULGULAR
4.1 Niiklear Mikrosatellit (nSSR) Primerlerine ait Allellerin Belirlenmesi

Niiklear mikrosatellit (nSSR) primerlerine ait allellerin belirlenmesi i¢in; ¢aligilan her
bir primer bir lokus ve her bir primerin ¢ogalttig1 farkli niikleotid uzunlugundaki DNA pargalari
tek bir allel olarak degerlendirildi. Bu ilkeye dayanarak, analiz edilen sekiz nSSR primeri igin,
alt1 orobans populasyonundan ¢alisilan toplam 120 bireyin her birinin sahip oldugu alleller
belirlendi ve allellerin frekanslar1 ayr1 ayr1 hesaplandi (Cizelge 4.1).

Cizelge 4.1°de ¢alisilan alt1 farkli populasyon (P1, P2, P3, P4, P5, P6) ve sekiz nSSR
lokusuna (OCUM-52, OCUM-70, OCUM-81, OCUM-87, OCUM-108, OCUM-141, OCUM-
160, OCUM-196) ait primerler ve baz cifti (bg) olarak biiyiikliikleri verilmistir. Biitiin
populasyonlar bir biitiin olarak ele alindiginda sekiz nSSR primerinin hepsi polimorfik olarak
saptanmistir. Populasyonlar ayr1 ayr1 degerlendirildiginde P1, P3, P4 ve P6 populasyonlarinda
polimorfizm yiizdesi %87,5, P2 ve P5 populasyonlarinda ise %100 olarak hesaplanmustir.
Calisilan nSSR primerlerinden OCUM-70 primeri P1 populasyonunda, OCUM-141 primeri P4
populasyonunda, OCUM-196 primeri ise P3 ve P6 populasyonlarinda monomorfik olarak
degerlendirilmistir. Analiz edilen orobans populasyonlarina ait bireylerde 8 nSSR lokusu i¢in
toplam 23 allel belirlenmistir. Tez ¢alismasinda kullanilan nSSR primerlerinden en ¢ok allel (6)
OCUM-81 primerinde goriilmiistiir. OCUM-70, OCUM-108, OCUM-141 ve OCUM-160
primerlerinde 2’ser allel, OCUM-52, OCUM-87 ve OCUM-196 primerlerinde ise 3’er allel
saptanmistir.

OCUM-52 primeri i¢in hesaplanan allel frekanslarina bakildiginda 128 ve 136 bg’lik
alleller biitiin populasyonlarda gozlenirken, 124 bg’lik allel sadece P3 populasyonunda
gozlenmistir (£=0,075) ve P3 populasyonuna (Karamusul/Liileburgaz/Kirklareli-2013) 6zgii
allel (private allel) olarak degerlendirilmistir (Cizelge 4.1). 128 bg biiytikliiglindeki allel en
yiiksek frekansta P5 populasyonunda (f=0,950), 136 bg biiyiikliigiindeki allel ise en yiiksek
frekansta P3 populasyonun (f=0,675) belirlenmistir.

OCUM-70 primeri i¢in hesaplanan allel frekans degerleri incelendiginde 103 ve 105
be¢’lik alleller (P1 populasyonu harig) biitiin populasyonlarda gozlenmistir. P1 populasyonunda
sadece 105 be¢’lik allel belirlendigi i¢in bu lokus monomorfik olarak degerlendirilmistir. 105
bg’lik allel biitlin populasyonlarda yaygin olarak gézlenen alleldir.

OCUM-81 primeri i¢in hesaplanan allel frekanslar1 géz 6niine alindiginda en fazla allel
sayisinin bu primerde oldugu goriilmektedir. 73 bg’lik allel P2 ve P3 populasyonlari hari¢ diger
populasyonlarda saptanmustir. 77 bg¢’lik allel sadece P4 (Kuleli/Babeski/Kirklareli-2013)
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populasyonunda gozlendigi i¢cin bu populasyona ait 6zgl allel olarak degerlendirilmistir
(f=0,025) (Cizelge 4.1). 83 b¢’lik allel P1 populasyonu hari¢ diger populasyonlarda
gbzlenmistir. 85 bg’lik allel P1 ve P5 populasyonlarinda gézlenmezken diger populasyonlarda
gozlenmistir. 97 bg’lik allel biitiin populasyonlarda belirlenmistir. 99 be¢’lik allel ise PS5

populasyonu hari¢ diger populasyonlarda saptanmastir.

Cizelge 4.1. Calismada analiz edilen sekiz (8) nSSR lokusuna ait allellerin alt1 (6) orobang
populasyonundaki frekanslari

Allel frekanslari(f)
Primer Allel
P1 P2 P3 P4 P5 P6

124 0,000 0,000 | 0,075* | 0,000 0,000 0,000
OCUM-52 128 0,775 0,700 0,250 0,600 0,950 0,925

136 0,225 0,300 0,675 0,400 0,050 0,075

103 0,000 0,125 0,075 0,375 0,175 0,425
OCUM-70

105 1,000 0,875 0,925 0,625 0,825 0,575

73 0,225 0,000 0,000 0,025 0,025 0,150

77 0,000 0,000 0,000 | 0,025* | 0,000 0,000

83 0,000 0,150 0,100 0,025 0,850 0,050
OCUM-81

85 0,000 0,375 0,050 0,075 0,000 0,025

97 0,300 0,250 0,400 0,375 0,125 0,450

99 0,475 0,225 0,450 0,475 0,000 0,325

122 0,000 0,000 0,100 0,000 0,075 0,000
OCUM-87 125 0,300 0,900 0,725 0,425 0,700 0,050

131 0,700 0,100 0,175 0,575 0,225 0,950

140 0,800 0,775 0,200 0,450 0,700 0,500
OCUM-108

144 0,200 0,225 0,800 0,550 0,300 0,500

188 0,925 0,400 0,950 1,000 0,100 0,875
OCUM-141

191 0,075 0,600 0,050 0,000 0,900 0,125

130 0,225 0,725 0,300 0,175 0,650 0,450
OCUM-160

134 0,775 0,275 0,700 0,825 0,350 0,550

193 0,125* | 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
OCUM-196 199 0,375 0,025 0,000 0,175 0,175 0,000

201 0,500 0,975 1,000 0,825 0,825 1,000

* Populasyona 6zgili (private) alleller

32




OCUM-87 primeri i¢in hesaplanan allel frekansi degerlerine bakildiginda 125 ve 131
be’lik alleller biitiin populasyonlarda gézlenmistir. 122 bg biiyiikliigiindeki allel ise sadece P3
ve P5 populasyonlarinda goriilmiistiir (sirasiyla £=0,100 ve £=0,075). 125 b¢’lik allel en yiiksek
(f=0,900) P2 populasyonunda gozlenirken, 131 bg¢’lik allel en yiiksek (=0,950) P6
populasyonunda gozlenmistir.

OCUM-108 primerine i¢in hesaplanan allel frekansi degerleri incelendiginde 140 ve
144 bg’lik alleller biitiin populasyonlarda saptanmistir. 140 bg¢’lik allel P1, P2 ve P5
populasyonlarinda yliksek frekansda gozlenirken, 144 bg’lik allel P3 ve P4 populayonlarinda
yiiksek frekansda gozlenmistir. P6 populasyonunda ise bu iki allel esit frekansda gozlenmistir.

OCUM-141 primeri i¢in hesaplanan allel frekans degerleri géz oniine alindiginda 188
ve 191 bg’lik alleller (P4 populasyonu hari¢) biitiin populasyonlarda gozlenmistir. P4
populasyonunda sadece 188 bg’lik allel belirlendigi igin bu lokus monomorfik olarak
degerlendirilmistir. 188 bg’lik allel P2 ve PS5 populasyonu hari¢ diger populasyonlarda yaygin
olarak gozlenen alleldir. P2 ve P5 populasyonunda (Tekirdag iline ait populasyonlar) ise 191
be’lik allel yaygin olarak gozlenmistir.

OCUM-160 primeri i¢in 130 ve 134 bg¢’lik iki allel belirlenmistir. Hesaplanan allel
frekanslar1 g6z ontine alindiginda bu iki allel biitiin populasyonlarda gozlenmistir. 130 bg’lik
allel yaygin olarak P2 ve P5 populasyonlarinda (Tekirdag iline ait populasyonlar) gézlenmistir.
134 b¢’lik allel ise P1, P3, P4 ve P6 populasyonlarinda (Edirne ve Kirklareli illerine ait
populasyonlar) yaygin olarak saptanmistir.

OCUM-196 primeri i¢in 193, 199 ve 201 bg’lik ii¢ allel saptanmistir. Her bir allellin
frekans degerlerine bakildiginda 193 bg’lik allel sadece P1 populasyonunda goriildiigii i¢cin
populasyona 06zgii allel olarak degerlendirilmistir (f=0,125) (Cizelge 4.1). P3 ve P6
populasyonlarinda sadece 201 bg’lik allel belirlendigi icin bu lokuslar monomorfik olarak
degerlendirilmistir. 201 b¢’lik allele biitiin populasyonlarda rastlanmistir.

Her bir lokustaki allellerin ele alinan biitiin populasyonlara gore dagilimina
bakildiginda, bazi allellerin sadece belirli bir populasyona 6zgii allel oldugu (private allel)
gorllmiistiir (Sekil 4.1). Populasyona 6zgii alleler P1 (Avariz/Merkez/Edirne-2012), P3
(Karamusul/Liileburgaz/Kirklareli-2013) ve P4 (Kuleli/Babaeski/Kirklareli-2013)
populasyonlarinda (her birinde 1 allel) gdzlenmistir. Diger populasyonlarda ise populasyona

0zgl allel gozlenmemistir.
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Sekil 4.1. Calismada analiz edilen polimorfik nSSR lokuslarinin her birindeki allellerin, allel
biiyiikliiklerine gore calisilan populasyonlardaki frekans dagilimlar
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Sekil 4.1. devam
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Sekil 4.1. Calismada analiz edilen polimorfik nSSR lokuslarinin her birindeki allellerin, allel
biytikliiklerine gore calisilan populasyonlardaki frekans dagilimlari

35



4.2 Gen Frekanslar ve Genetik Cesitlilik

Tez c¢aligmasi kapsaminda Trakya Bolgesinden 6 farkli orobans populasyonundan
belirlenen toplam 120 bireyde 8 farkli nSSR lokusuna ait toplam 23 allel belirlenmistir. Her bir
nSSR lokusunda ve her bir populasyonda gozlenen alleller karsilastirmali olarak Sekil 4.2°de

verilmistir.

Allel Frekanslari

1,200 +
1,000 -

0,800 -
mPl

0,600 - up2
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0,400 P4

mP5
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Sekil 4.2. nSSR lokuslarina ait allellerin alt1 orobans populasyonunda frekans dagilimlar

Calismada oOrneklenen orobans populasyonlari [Avariz/Merkez/Edirne-2012 (P1),
Ballthoca/Muratly/Tekirdag-2012 ~ (P2),  Karamusul/Liileburgaz/Kirklareli-2013 ~ (P3),
Kuleli/Babaeski/Kirklareli-2013 (P4),  Ballihoca/Muratli/Tekirdag-2013 (P5) wve
Avariz/Merkez/Edirne-2011 (P6)] i¢in hesaplanan genetik ¢esitlilik parametreleri ve polimorfik
bilgi igerigi (PIC) degerleri (Botstein ve ark. 1980) Cizelge 4.2’de sunulmustur. Ortalama allel
sayist (Na) 2,125 (P1 populasyonu) ile 2,375 arasinda (P3 ve P4 populasyonlari), etkili allel
sayist (Ne) ise 1,485 (PS5 populasyonu) ile 1,779 (P4 populasyonu) arasinda degismektedir. En
yiiksek allel sayis1 P3 ve P4 populasyonlarinda (19 allel), en diisiik allel sayis1 ise P1
populasyonunda (17 allel) gozlenmistir. Calisilan populasyonlarin hepsi ele alindiginda
ortalama Ne degeri 1,167 + 0,082 olarak bulunmustur. Populasyon i¢indeki varyasyonun
belirlenmesi i¢in bir gosterge olan Shannon sabiti (I), 0,603 £+ 0,117 degeri ile en yiiksek P4
populasyonunda, 0,497 + 0,065 degeri ile en diisiik P5 populasyonunda hesaplanmistir. Yiiksek
I degeri populasyon i¢i varyasyonun onemli oranda oldugunun gostergesidir. Calisilan alti

populasyon i¢in ortalama Shannon sabiti (I) 0,547 &+ 0,046 olarak hesaplanmistir (Cizelge 4.2).
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Cizelge 4.2. Caligilan alt1 orobang populasyonuna ait genetik cesitlilik parametreleri

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

OCUM52 | 20 | 2,000 | 1,536 | 0,533 | 0,250 | 0,349 |0,288

OCuUM70 | 20 1,000 1,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 |0,000

ocum8l | 20 | 3,000 | 2,730 | 1,050 | 0,050 | 0,634 |0,634

OoCuM87 | 20 2,000 1,724 | 0,611 | 0,200 | 0,420 |0,319

ocuMm108| 20 | 2,000 | 1,471 | 0,500 | 0,100 | 0,320 |0,320

P1 OCUM141| 20 | 2,000 | 1,161 | 0,266 | 0,150 | 0,139 |0,139

OCUM160| 20 2,000 1,536 | 0,533 | 0,150 | 0,349 |0,349

OoCuM196| 20 | 3,000 | 2,462 | 0,974 | 0,050 | 0,594 |0,594

2,125 1,702 | 0,559 | 0,119 | 0,350 |0,316

Ortalama | 20 |, 957) | (£0,213) | (20,121) | (+0,030) | (+0,075)

OCuM52 | 20 | 2,000 | 1,724 | 0,611 | 0,200 | 0,420 |0,319

OCuUM70 | 20 2,000 1,280 | 0,377 | 0,250 | 0,219 |0,195

OoCuMm8l | 20 | 4,000 | 3,620 | 1,335 | 0,250 | 0,724 |0,674

OoCuM87 | 20 2,000 1,220 | 0,325 | 0,200 | 0,180 |0,164

OCuUM108| 20 2,000 1,536 | 0,533 | 0,450 | 0,349 |0,288

P2 ocuMmi41| 20 | 2,000 | 1,923 | 0,673 | 0,100 | 0,480 |0,365

OCUM160| 20 2,000 1,663 | 0,588 | 0,250 | 0,399 |0,319

OoCuM196| 20 | 2,000 | 1,051 | 0,117 | 0,050 | 0,049 |0,048

2,250 1,752 | 0,570 | 0,219 | 0,352

Ortalama | 20 | (.5 250) | (+0,286) | (+0,127) | (+0,042) | (:0,073)

0,296

OCuUM52 | 20 | 3,000 | 1,909 | 0,806 | 0,450 | 0,476 |0,413

oCcumM70 | 20 | 2,000 | 1,161 | 0,266 | 0,150 | 0,139 |0,129

OCuMS81 | 20 | 4,000 | 2,667 1,106 | 0,000 | 0,625 |0,551

ocum8r | 20 | 3,000 | 1,766 | 0,768 | 0,250 | 0,434 |0,390

OCuM108| 20 2,000 1,471 | 0,500 | 0,300 | 0,320 |0,269

P8 [ocumi4i| 20 | 2000 | 1,105 | 0199 | 0,100 | 0,095 |0,091
OCUMI60| 20 | 2,000 | 1,724 | 0,611 | 0,100 | 0,420 |0,343
OCUM196| 20 | 1,000 | 1,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 |0,000

2375 | 1,600 | 0532 | 0,169 | 0,314
Ortalama | 20 |, 354y | (£0,193) | (£0,129) | (£0,055) | (+0,076) | 27
OCUMS52 | 20 | 2,000 | 1,923 | 0673 | 0,100 | 0,480 |0,365
OCUM70 | 20 | 2,000 | 1,882 | 0,662 | 0,750 | 0,469 |0,359
OCUMSL | 20 | 6,000 | 2,676 | 1,192 | 0,200 | 0,626 |0,557
OCUMS7 | 20 | 2,000 | 1,956 | 0,682 | 0,050 | 0,489 |0,369
o, |OCUML08| 20 | 2,000 | 1,980 | 0,688 | 0,200 | 0,495 [0373

ocuMi141| 20 | 1,000 | 1,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 |0,000

OCUM160| 20 2,000 1,406 | 0,464 | 0,150 | 0,289 |0,247

OCUM196| 20 2,000 1,406 | 0,464 | 0,250 | 0,289 |0,247

2,375 1,779 | 0,603 | 0,213 | 0,392

Ortalama | 20 |, 530y | (£0,179) | (£0,117) | (£0,082) | (+0,069)

0,315
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Cizelge 4.2. devam

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

OCUM52 | 20 | 2,000 1,105 | 0,199 | 0,100 | 0,095 |0,091
OoCuM70 | 20 | 2,000 1,406 | 0,464 | 0,350 | 0,289 |0,247
OCUMS81 | 20 | 3,000 1,354 | 0,490 | 0,200 | 0,261 |0,238
OoCcumM87 | 20 | 3,000 1,831 | 0,780 | 0,400 | 0,454 |0,247
OCUM108| 20 | 2,000 1,724 | 0,611 | 0,400 | 0,420 0,332
P5 OoCuM141| 20 | 2,000 1,220 | 0,325 | 0,100 | 0,180 |0,164
OCuUuM160| 20 | 2,000 1,835 | 0,647 | 0,100 | 0,455 |0,455
OCuM196| 20 | 2,000 1,406 | 0,464 | 0,050 | 0,289 |0,223

2250 | 1,485 | 0,497 | 0,213 | 0,305
(+0,164) | (+0,099) | (20,065) | (+0,052) | (+0,046)

OCUM52 | 20 | 2,000 1,161 | 0,266 | 0,050 | 0,139 |0,129
OCuM70 | 20 | 2,000 1,956 | 0,682 | 0,850 | 0,489 0,369
OoCuM8l | 20 | 5000 | 2,996 | 1,251 | 0,450 | 0,666 |0,608
OoCcuMm87 | 20 | 2,000 1,105 | 0,199 | 0,000 | 0,095 |0,091
OoCcuM108| 20 | 2,000 | 2,000 | 0,693 1,000 | 0,500 {0,375
P6 ocuM141| 20 | 2,000 1,280 | 0,377 | 0,050 | 0,219 |0,195
OCuUM160| 20 | 2,000 1,980 | 0,688 | 0,100 | 0,495 |0,373
OCUM196| 20 1,000 1,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 |0,000

2,250 | 1,685 | 05519 | 0,313 | 0,325
(+0,412) | (+0,240) | (+0,139) | (+0,144) | (+0,085)

Ortalama | 20 0,250

Ortalama | 20 0,268

2271 | 1,667 | 05547 | 0,207 | 0,340
(+0,132) | (+0,082) | (0,046) | (+0,031) | (+0,028)

*N = ornek sayisi, Na = gozlenen allel sayisi, Ne = etkili allel sayisi, I = Shannon sabiti, H, = g6zlenen
heterozigotluk, He = beklenen heterozigotluk (Nei 1987), PIC = Polimorfik bilgi i¢erigi, + standart hata.

Toplam | Ortalama | 20 0,286

Nei’nin (1987) beklenen (He) ve gozlenen (Ho) heterozigotluk degeri her bir populasyon
i¢in ayr1 ayr1 hesaplanmistir (Cizelge 4.2). Gozlenen (Ho) heterezigotluk degeri en yliksek 0,313
+ 0,144 olarak P6 populasyonunda, en diisikk 0,119 £ 0,030 olarak P1 populasyonunda
saptanmistir. Beklenen (He) heterezigotluk degeri ise en yiiksek 0,392 + 0,069 olarak P4
populasyonunda, en diisiik 0,305 + 0,046 olarak P5 populasyonunda saptanmistir. Ortalama
beklenen (He) heterozigotluk degerinin ortalama gozlenen (Ho) heterozigotluk degerinden biraz
yiiksek degerde oldugu gozlenmistir (Cizelge 4.2).

Bu tez c¢aligmasinda kullanilan sekiz nSSR belirtecine ait ortalama polimorfik bilgi
igerigi (PIC) degeri, P1 populasyonunda 0,316, P2 populasyonunda 0,296, P3 populasyonunda
0,273, P4 populasyonunda 0,315, P5 populasyonunda 0,250 ve P6 populasyonunda 0,268

olarak hesaplanmistir. Analiz edilen biitiin 6rnekler ele alindiginda ortalama PIC degeri, 0,286
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olarak belirlenmistir. Ayrica, en yiiksek PIC degeri 6 allele sahip olan OCUM-81 lokusunda,
en diisiik PIC degeri ise OCUM-141 ve OCUM-196 lokuslarinda hesaplanmistir (Cizelge 4.2).

Calisilan alt1 orobans populasyonu c¢esitliligin kaynagimi belirlemek i¢in yapilan
basamakli mutasyon modeline gore molekiiler varyans analizi (AMOVA) sonuglarina gore,
varyasyonun biiyiik oranda (%66) populasyon igerisinde oldugu, populasyonlar arasi genetik
cesitliligin ise nispeten diisiik oldugu (%34) gézlenmistir (Fst = 0,340) (Cizelge 4.3). Istatistiki
analizler sonucunda, biitiin 6rnekler ele alindiginda Fst degerleri OCUM-52 lokusu igin 0,236,
OCUM-70 lokusu i¢in 0,151, OCUM-81 lokusu i¢in 0,207, OCUM-87 lokusu i¢in 0,344,
OCUM-108 lokusu i¢in 0,182, OCUM-141 lokusu i¢in 0,551, OCUM-160 lokusu i¢in 0,177 ve
OCUM-196 lokusu igin 0,201 olarak bulunmustur. Fis ve Fir degerleri biitiin lokuslar ele

alindiginda sirasiyla ortalama 0,368 ve 0,514 olarak bulunmustur.

Cizelge 4.3. Basamakli mutasyon modeline gore yapilan molekiiler varyans analizi (AMOVA)

sonugclari
.| Serbestlik | Kareler Varyans o
Varyasyon kaynagi derecesi | toplamu | bilesenleri Varyans (%)
Populasyonlar-arasi 5 224,967 2,051 %34
Populasyonlar-i¢i 114 453,500 3,978 %66
Toplam 119 678,467 6,029 %100

Populasyonlar arasindaki genetik farklilasmanin diizeyi Nei’nin tarafsiz genetik
benzerlik ve/veya farklilik katsayisi kullanilarak belirlenmistir (Net 1987). Calismada
kullanilan 8 nSSR lokusuna ait bilgilere dayanarak elde edilen genetik benzerlik ve genetik
mesafe degerleri Cizelge 4.4’te sunulmustur. Genetik benzerlik degerleri 0,645 ile 0,937
arasinda degisiklik gostermistir. Cizelge 4.4 te goriildiigli gibi genetik mesafe degeri en diislik
(0,065) P4 (Kuleli/Babaeski/Kirklareli-2013) populasyonu ile P6 (Avariz/Merkez7Edirne-
2011) populasyonu arasinda, en yiiksek (0,439) P3 (Karamusul/Liileburgaz/Kirklareli-2013) —
P5 (Ballithoca/Muratli/Tekirdag-2013) populasyonlar1 arasinda bulunmustur. Miimkiin olan
biitiin populasyon ¢iftleri goz oniline alindiginda ortalama genetik mesafe degeri 0,231 olarak
hesaplanmuistir.

Bu tez calismasinda ele alman 6 farkli orobans populasyonundaki genetik
farklilasmanin gorsel bir grafik iizerinde izlenebilmesi i¢in, genetik farklilasma degerleri
UPGMA kiimelendirme yontemi kullanilarak siniflandirildi ve bir dendrogram yapildi (Sekil
4.3). Bu dendrograma bakilarak populasyonlar arasindaki genetik farkliliklar/benzerlikler
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gorsel olarak da anlasilmaktadir. Dendrograma bakildiginda Trakya bdlgesinden drneklenen
orobang populasyonlarinin 2 gen havuzuna (veya 2 kiimeye) ayrildigi gozlenmektedir. I.
kiimede Kirklareli ve Edirne populasyonlarinin yer aldigi ve genetik yapilariin birbirine
benzer oldugu goriilmektedir. Diger kiimede ise Tekirdag populasyonlar1 yer almistir (Sekil

4.3).

Cizelge 4.4. O. cumana populasyonlar1 arasinda Nei (1987)'ye gore hesaplanan genetik
benzerlik ve genetik mesafe degerleri (sol alt diyagonal: genetik benzerlik, sag
iist diyagonal: genetik mesafe degerleri)

Populasyonlar | P1 P2 P3 P4 P5 P6
P1 faloled 0,256 0,214 0,072 0,372 0,115
P2 0,774 folekad 0,219 0,252 0,099 0,279
P3 0,807 0,804 xxk 0,072 0,439 0,238
P4 0,930 0,777 0,930 *xx 0,422 0,065
P5 0,689 0,906 0,645 0,656 *xx 0,356
P6 0,891 0,756 0,788 0,937 0,701 falehed

0.05

P6 (Avariz/Merkez/Edirne-2011)

P4 (KKuleli/Babaeski/Kirklareli-2013)

P1 (Avanrz/Merkez/Edirne-2012)

P3 (Karamusul/Liileburgaz/Kirklareli-2013)

P2 (Ballthoca/Murath/Tekirdag-2012)

P5 (Ballithoca/Muratly/Tekirdag-2013)

0.00

Sekil 4.3. O. cumana populasyonlarinin nSSR analizleri sonucunda genetik mesafe degerlerine
gore olusturduklart dendrogram (UPGMA’ya gore)
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5. TARTISMA VE SONUC

Bu ¢alismada, Trakya Bolgesinin 3 ilindeki (Edirne, Kirklareli ve Tekirdag) aycicegi
tarlalarindan toplanan 6 farkli orobans (Orobanche cumana) populasyonuna ait tohumlar
kontrollii ortamda olan orobansa direngsiz Ozdemirbey isimli aygigegi cesidi kullanilarak
yetistirilmistir. Henliz ¢igeklenme asamasina gegmeden toplanan taze doku oOrnekleri
kullanilarak DNA izolasyonu gergeklestirilmis ve elde edilen DNA 6rnekleri kullanilarak sekiz
nSSR lokusu (OCUM-52, OCUM-70, OCUM-81, OCUM-87, OCUM-108, OCUM-141,
OCUM-160 ve OCUM-196) ile PCR analizleri yapilmistir. Elde edilen PCR iiriinlerinin bg
olarak biiytikliikleri DNA parca (fragment) analizleri ile belirlenmistir. Bu tez ¢alismasinda;
calisilan 8 populasyon i¢in 6rnek sayist (N), gozlenen allel sayisi (Na), etkili allel sayis1 (Ne),
Shannon sabiti (1), gézlenen heterozigotluk (Ho), beklenen heterozigotluk (He) ve polimorfik
bilgi igerigi (PIC) gibi genetik parametreler hesaplanmistir (Cizelge 4.2). AMOVA sonuglari
ve Nei (1987)'ye gore hesaplanan genetik benzerlik ve genetik mesafe degerleri Cizelge 4.3'te
ve 4.4’te verilmistir. Yapilan analizler sonucu elde edilen verilerle O. cumana
populasyonlarinin genetik yapisi ve genetik g¢esitliligi hakkinda 6nemli bilgilere ulasiimistir.

Orobans ile yapilmis daha onceki calismalara bakildiginda; orobangin farkli kiiltiir
bitkilerin de yaptig1 zararlara karsi miicadele yontemleri, orobans kok parazitinin bitki
koklerine verdigi zarar nedeniyle bitki biinyesindeki etkileri, orobansa karsi miicadelede farkl
kimyasallarin etkileri, canavar otunun tarlalardaki bulasik ve yogunlugunun belirlenmesi gibi
konulara rastlanmaktadir. Orobans populasyonlarinin populasyon-i¢i ve populasyonlar-arasi
genetik yapisinin ve gesitliliginin belirlenmesi iizerine 6zellikle giivenilirligi ve gecerliligi
yiiksek belirteg teknolojisi kullanilarak yapilan molekiiler caligmalar ¢ok nadirdir. Verkleij ve
ark. (1986) ve Castejon-Munoz ve ark. (1991) tarafindan izoenzim belirtegleri kullanilarak
Orobanche cinsine ait genetik ¢esitliligin belirlenmesi ¢aligsmalari belirte¢ kullanilarak yapilan
ilk calismalar arasindadir. Daha sonralar1 ise RAPD ve ISSR belirtegleri kullanilarak ¢alismalar
yapilmistir (Katzir ve ark. 1996, Gagne ve ark. 1998, Gagne ve ark. 2000, Benharrat ve ark.
2002, Roman ve ark. 2002). Son yillarda yapilan ¢alismalarda ise yiiksek derecede polimorfik,
kodominant ve ¢oklu allelik olma Ozelliklerinden dolayr SSR belirtecleri kullanilmaya
baslanmistir (Pineda-Martos ve ark. 2013, Guchetl ve ark. 2014a, 2014b, Pineda-Martos ve ark.
2014a, 2014b, Martin-Sanz ve ark. 2016). Yapilan kaynak taramasi sonucunda tilkemizde bu
konuda yapilmis molekiiler caligmanin tam olarak mevcut olmadigi, sadece yabanci
arastirmacilar tarafindan yapilan c¢aligmalarda {ilkemizin bazi bolgelerindeki O. cumana

populasyonlarindan 6rnekler alinarak ¢alismalarina dahil edildigi goriilmiistiir.
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Yapmis oldugumuz calismada kullanilan 8 nSSR lokusunun, caligilan alti populasyon
bir biitiin olarak ele alindiginda, hepsi polimorfik olarak saptanmigtir. Populasyonlar ayr1 ayri
degerlendirildiginde P1 populasyonunda OCUM-70, P3 ve P6 populasyonunda OCUM-196 ve
P4 populasyonunda OCUM-141 lokuslar1 monomorfik olarak saptanmistir. P2 ve P5
populasyonlarinda ise polimorfizm orani %100 olarak hesaplanmistir. Benzer genetik
calismalarla karsilastirildiginda; Pineda-Martos ve ark. (2013)’nin Ispanya’dan toplanan 50
orobans poplasyonunun genetik ¢esitliligini belirlemek i¢in 15 SSR lokusu kullanilarak
yaptiklar1 ¢alismada biitiin lokuslar polimorfik olarak bildirilmistir. Guchetl ve ark. (2014a,
2014b) tarafindan yapilan ¢alismalarda Rusya, Kazakistan ve Romanya populasyonlarinin
genetik benzerliklerinin belirlenmesi i¢in 9 SSR lokusu kullanilmig ve bu lokuslar Rusya ve
Kazakistan populasyonlarinda %100, Romanya populasyonunda ise %]11,11 oraninda
polimorfik olarak belirlenmistir. Molinero-Ruiz ve ark. (2014)’nin ¢alismasinda Macaristan,
Romanya, Ispanya ve Tiirkiye’den 11 O. cumana populasyonunun molekiiler gesitliligi 18
polimorfik RAPD primeri ile belirlenmis, 25-2213 bg¢ uzunlugunda 100 polimorfik bant
gdzlenmistir. Gagne ve ark. (1998), Ispanya ve dogu Avrupa’dan &rneklenen 8 O. cumana
poplasyonunda %@43 oraninda polimorfik RAPD bantlari, bir diger calismalarinda ise 2
populasyona ait 48 bireyde %29 oraninda AFLP polimorfizmi bildirmislerdir (Gagne ve ark.
2000). Pineda-Martos ve ark. (2014a) tarafindan yapilan ¢alismada O. cumana bitkisinde elde
edilen SSR belirteclerinin polimorfizm oraninin diger belirteclerden elde edilenden yiiksek
oldugu bildirilmistir (%50,3). Yapilan ¢aligmalar gostermektedir ki bu farkliliklar hem calisilan
belirteg sisteminden hem de c¢alisilan populasyonlarin farkli cografik kokenleri olmasindan
kaynaklanmaktadir.

Calismada kullanilan 8 SSR belirtecine ait ortalama polimorfik bilgi igerigi (PIC) degeri
en disiik (0.157) OCUM-141, en yiiksek (0,532) OCUM-81 lokusunda gozlenmistir. SSR
belirtegleri PIC degerlerine gore; yiiksek derecede (PIC>0,5), orta derecede (0,25<PIC<0,5) ve
cok az derecede (PIC<0,25) bilgi verici (informative) olarak gruplandirilabilir. Tez
caligmasinda kullanilan SSR belirtegleri, Pineda-Martos ve ark. (2014a) tarafindan gelistirilen
79 SSR lokusundan PIC degerleri dikkate alinarak se¢ilmistir. Tez ¢alismasi i¢in segilen SSR
lokuslarmin Pineda-Martos ve ark. (2014a)’nin calismasindaki PIC degerleri 0,450°den
blyiiktiir. Bu tez caligmast hem cografik hem de Ornek sayisi agisindan daha smirl
populasyonlar iizerinde yapildigi i¢in bazi lokuslarin PIC degerinin nispeten diisiik ¢ikmasi
miimkiindiir. Pineda-Martos ve ark. (2014a) tarafindan yapilan ¢alismada gelistirilen 79 SSR
lokusunun 20 tanesinin PIC degeri 0,5’in {istlinde, 39 tanesinin PIC degeri 0,25 ile 0,5 arasinda,

20 tanesinin ise 0,25’den kii¢iik oldugu bildirilmistir.
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Cizelge 4.2°deki veriler sekiz orobans populasyonuna ait bireylerin genetik cesitliligine
ait bilgileri ortaya koymustur. Calisilan sekiz nSSR lokusu degerlendirildiginde toplam 23 allel
saptanmustir. Her bir populasyonda biitiin SSR lokuslar1 birlikte degerlendirildiginde gbzlenen
allel sayis1 17 ile 19 arasinda, populasyon basina diisen ortalama allel sayisi ise 18,17 olarak
belirlenmistir. Her bir SSR lokusu ayr1 olarak degerlendirildiginde populasyondaki her bir
lokus igin ortalama allel sayis1 2,271 (+0,132) olarak hesaplanmistir. Pineda-Martos ve ark.
(2013) tarafindan yapilan ¢alismada 15 nSSR lokusu kullanilarak (8 tanesi bu tez ¢alismada
kullanilan lokuslar ile ortak) yapilan ¢alismada toplam 33 allel, lokus basina 2 ile 3 arasinda
allel olarak bildirilmistir. Calismada, ana gen havuzundan uzak bulunan 4 Ispanya
populasyonunun lokus basina diisen ortalama allel sayilar en diistik 1,40, en yiiksek 2,13 ve
etkili allel sayilar1 en diistik 1,33 ve en yiiksek 2,07 olarak bildirilmistir. Bu tez ¢alismasinda
elde edilen etkili allel sayis1 1,485 ile 1,779 arasinda (ortalama 1,667 + 0,082) hesaplanmustir,
hesaplanan deger ile Pineda-Martos ve ark. (2013)’nin ¢alismasinda elde edilen deger arasinda
paralellik bulunmaktadir. Pineda-Martos ve ark. (2014a) tarafindan yapilan galismada O.
cumana igin gelistirilen 79 SSR primeri i¢in 2 ile 10 arasinda allel goézlendigi bildirilmistir.
Pineda-Martos ve ark. (2014b), Bulgaristan ve Ispanya’daki 14 O. cumana populasyonunda 15
SSR lokusunda toplam 38 allel (lokus basina 2-4) bildirilmistir. SSR belirtegleri kullanilarak
yapilan bir diger ¢aligmada, Guchetl ve ark. (2014a), Rusya, Kazakistan ve Romanya’ya ait 24
populasyonda 9 SSR lokusu icin toplam 21 allel (lokus basina 2-4) belirlemislerdir.
Literattirdeki farklt O. cumana populasyonlarinda SSR kullanilarak yapilan ¢alismalar ile bu
tez ¢alismasindaki SSR lokuslari, lokuslarda gozlenen bant biiyiikliikleri ve lokuslarda
gozlenen allel sayilari sonuglari birbiri ile uyumludur.

Calisilan lokuslardaki genetik ¢esitliligin en temel 6l¢iilerinden biri allelik zenginligin
ve populasyona 06zgii allellerin belirlenmesidir. Bu baglamda, c¢alismada P1
(Avariz/Merkez/Edirne-2012), P3  (Karamusul/Liileburgaz/Kirklareli-2013) ve P4
(Kuleli/Babaeski/Kirklareli-2013) populasyonlarinda, sirasiyla OCUM-196 (193 bg allel),
OCUM-52 (124 bg allel) ve OCUM-81 (77 bg allel) lokuslarina ait 1’er tane olmak tizere toplam
3 adet populasyona Ozgii (private) allel belirlenmistir (Cizelge 4.1). Tekirdag ilinden
orneklenen populasyonlarda ise populasyona 6zgii (private) allel gozlenmemistir. Pineda-
Martos ve ark. (2014b) tarafindan yapilan calismada 14 populasyondan 1 tanesinde
(Bulgaristan populasyonu) sadece 1 tane populasyona 0Ozgii allel gozlendigi diger
populasyonlarda gozlenmedigi bildirilmistir. Atanasova ve ark. (2005) tarafindan Bulgaristan,
Romanya, Tiirkiye, ispanya, Rusya, Ukrayna ve Israil’de yayilis gosteren Phelipanche ramosa
ve O. cumana tiirlerinde 6 RAPD belirteci kullanilarak yapilan c¢alismada RAPD
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primerlerinden bir tanesinin 660 bg, 780 b¢ ve 1250 b¢ uzunlugunda bantlar olusturdugu ve bu
bantlarin O. cumana bitkisine 6zgii oldugu bildirilmistir. Yine ayni g¢alismada 750 bg
uzunlugundaki bantin ise P. ramosa populasyonlarinda gézlendigi belirtilmistir. Biitiin RAPD
lokuslar1 ele alindiginda farkli cografik bolgelerden 6rneklenen populasyonlar arasi yiiksek
cesitlilik gbzlendigi rapor edilmistir.

Tez ¢alismamiz sonucunda genetik ¢esitlilik parametrelerinden biri olan Shannon sabiti
(I) en yiiksek P4 (Kuleli/Babaeski/Kirklareli-2013) populasyonunda (0,603 + 0,117), en diisiik
P5 (Ballihoca/Muratli/Tekirdag-2013) populasyonunda (0,497 + 0,065) hesaplanmstir.
Nispeten yiiksek I degeri (ortalama 0,547) populasyon igindeki ¢esitliligin yiiksek oldugunun
bir gostergesidir. Pineda-Martos ve ark. (2014b), yabani konukgu bitkilerden toplanan O.
cumana populasyonlarinda ortalama Shannon sabiti (I) 0,299 + 0,03, aygicegi tarlalarindan
toplanan Bulgaristan ve Ispanya populasyonlarinda ise sirasiyla 0,099 + 0,05 ve 0,010 + 0,01
olarak bildirmistir. Pineda-Martos ve ark. (2014b)’nin ¢alismasinda elde edilen son derece
diisiik I degerinin populasyonlarin olusumunda etkili olan kurucu (founder) etkisi sayesinde
olabilecegi rapor edilmistir. Cok diisiik sayida bireyden olusan populasyonlarda kurucu
etkisinden dolay1 genetik cesitlilikte azalma ve bazi allellerin frekansinin diisiik olmas1 veya
bazi allelerin kaybolmasi gézlenir. Guchetl ve ark. (2014a, 2014b) tarafindan yapilan ¢calismada
ise I degeri Kazakistan ve Rusya populasyonlari i¢in en yiiksek (0,63), Romanya populasyonlari
icin en diisiik (0,05) bulunmustur. O. cumana tiiriiniin dogal yayilis alan1 Orta Asya’dan
giineydogu Avrupa’ya kadar uzanmakta ve ozellikle Artemisia tiirlerini enfekte etmektedir.
Bununla birlikte 19.yy’in sonlarina dogru Rusya’da aygigegi tariminin artmasiyla O. cumana
bitkisinin aygigegini enfekte etmeye basladigi bildirilmistir (Pineda-Martos ve ark. 2013). O.
cumana bitkisinin aygigegini enfekte etmeye baslamasinin orobansgin sahip oldugu dogal
yeteneginden mi yoksa mutasyon tasiyan orobans genotiplerinden mi kaynaklandig:1 heniiz
bilinmemektedir (Pineda-Martos ve ark. 2014b). Yapilan caligmalarda Rusya ve yakin
tilkelerde genetik ¢esitliligin yiikksek ¢ikmasina neden olarak orobans tohumunun bu
bolgelerden yogun bir sekilde yayilmasi gibi nedenler sayilabilir.

Bu tez caligmasinda gozlenen ortalama heterozigotluk degeri (Ho) 0,207 ve beklenen
ortalama heterozigotluk degeri (He) ise 0,349 olarak hesaplanmistir. Pineda-Martos ve ark.
(2013)’nin calismasinda 6zellikle ana gen havuzundan ayrilan 4 Ispanya populasyonunda ¢ok
diisiik oranda Ho degerleri (0,00 ile 0,09 arasinda) gézlenmistir. Yine bu dort populasyonun He
degerleri incelendiginde Ho degerlerine gore yiiksek degerler gozlenmistir (0,12 ile 0,49
arasinda). Pineda-Martos ve ark. (2014b) tarafindan yapilan ¢alismada da bir 6nceki ¢alismaya

benzer sonuclar elde edilmis, hem yabani konukgulardan hem de ayc¢icgegi tarlalarindan toplanan
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O. cumana populasyonlarinda Ho degerlerinin He degerlerinden diisiik ¢iktigi bildirilmistir.
Caligmada analiz edilen SSR lokuslarinin ciddi bir sekilde heterozigot eksikligi gosterdigi,
bununda en biiyiik nedeninin bu populasyonlarda yiiksek oranda kendi kendi tozlasmanin (self
polinasyon) goriilmesi olarak bildirilmistir (kendi kendine tozlasma oran1 = 0,971). Guchetl ve
ark. (2014a, 2014b)’nin calismasinda Kazakistan ve Rusya populasyonlari i¢in ortalama
gozlenen ve beklenen heterozigotluk degeri sirasiyla 0,44 ve 0,41, Romanya populasyonlarinda
ise 0,04 ve 0,03 olarak bildirilmistir. Rusya ve Kazakistan populasyonlarindaki heterozigotluk
degerinin Romanya poplasyonlarina oranla yliksek olmasmin nedeni olarak, Kazakistan ve
Rusya populasyonlar1 arasinda cografik mesafenin fazla oldugu (200-2000 km), Romanya
populasyonlarinin yeterli oranda cografik mesafeye sahip olmadigi belirtilmistir. Bu tez
calismasinda hesaplanan Fst, Fis ve Fir degerleri biitiin lokuslar ele alindiginda sirasiyla
ortalama 0,340, 0,368 ve 0,514 olarak bulunmustur. Guchetl ve ark. (2014a, 2014b)’nin
calismasinda Fis degeri -0,019 ve Fir degeri 0,205 olarak bildirilmis, ¢alismadaki her bir
populasyonda heterozigot eksikliginin varligi, 6zellikle Romanya populasyonlarindaki
heterozigot eksikliginin Fis degerini diisiirdiigii belirtilmistir. Gen akimi (Nm) genetik
cesitliligin populasyon i¢i ve arasindaki dagilimini etkileyen 6nemli faktorlerden birisidir. Bu
tez ¢aligmasinda Fst degerleri kullanilarak tiim populasyonlar hep birlikte degerlendirildiginde
Nm degeri her bir kusakta ortalama 1,741 olarak hesaplanmistir. Populasyonlar arasi gen
akimmin diisiik olmasi, populasyonlarin genetik cesitliliginde meydana gelen azalmanin
nedenlerinden sayilabilir.

Basamakli mutasyon modeline gore elde edilen verilerin degerlendirilmesiyle yapmis
oldugumuz molekiiler varyans analizi (AMOVA) sonuclarina gore, c¢alisilan alti orobans
populasyonu arasindaki varyasyon %66 oraninda populasyon igerisindedir. Populasyonlar arasi
genetik ¢esitlilik ise %34 olarak hesaplanmistir. Molinero-Ruiz ve ark. (2014) tarafindan
yapilan ¢alismada Ispanya, Macaristan ve Tiirkiye populasyonlarinda gruplar arasi gesitliligin
%60, Giiney Ispanya, Orta Ispanya, Tiirkiye ve Macaristan populasyonlarinda gruplar arasi
cesitliligin %79 ve Tiirkiye populasyonlarinda ise grup igi ¢esitliligin %87 oldugu bildirilmistir.
Bu ¢aligmadaki sonuclar cografik mesafe arttik¢a populasyon arasindaki ¢esitliliginde arttigini
gostermektedir. Pineda-Martos ve ark. (2013)’nin caligmasinda populasyonlar 2 grupta
degerlendirilmis, 1. grupta ana gen havuzunu olusturan populasyonlar, 2. grupta ise ana
populasyona genetik olarak uzak olan populasyonlar bulunmaktadir. Pineda-Martos ve ark.
(2013)’nin ¢aligmasina gore 1. gruptaki populasyonlarda %100 oraninda populasyonlar arasi
cesitlilik, 2. grupta ise populasyonlar farkli cografik alanlarda olmasina ragmen %3 1,8 oraninda

populasyonlar arasi ¢esitlilik bildirilmistir. Pineda-Martos ve ark. (2014b)’nin AMOVA
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sonuglarina gore, yabani konukcudan toplanan Bulgaristan populasyonlar1 arasi ¢esitliligin
%53,64, populasyon igi ¢esitliligin ise %46,36 oldugunu belirlemislerdir. Yine ayni ¢alismada
hem yabani konuk¢udan hem de aygigegi tarlalarindan toplanan populasyonlar bir arada
degerlendirildiginde %59,54 oraninda populasyon arasi ¢esitlilik bildirilmistir. Guchetl ve ark.
(2014a, 2014b) tarafindan 3 farkli iilke populasyonlari ile yapilan caligmada ise genetik
cesitlilik kaynagimin biiyiik oranda (%78) populasyon i¢i oldugu, %22’sinin ise populasyonlar
arasi gesitlilikten kaynaklandig: rapor edilmistir. Bir diger calismada ise Ispanya, Bulgaristan,
Romanya ve Tiirkiye’den 6rneklenen O. cumana populasyonlarinda, populasyon i¢i genetik
cesitlilik diizeyinin diisiik oldugu ve farkli cografik mesafeler arasindaki gen akiminin az
olmasindan kaynaklandig bildirilmistir (Gagne ve ark. 1998).

Tez g¢alismamizda orobans populasyonlari arasindaki genetik farklilagsma diizeyi,
Nei'nin tarafsiz genetik benzerlik veya farklilik katsayilar1 kullanilarak hesaplanmistir (Nei
1987). Kullanmis oldugumuz nSSR lokuslarina dayanarak hesaplanan genetik benzerlik
degerleri 0,645 ile 0,937 arasinda degismektedir. Genetik mesafe degeri ise 0,065'lik degerle
en diisiik P4 ve P6 populasyonlari arasinda, 0,439'luk degerle P3 ve P5 populasyonlari arasinda
bulunmustur. Bu  sonuglar, P3  (Karamusul/Liileburgaz/Kirklareli-2013) ve P5
(Ballithoca/Muratli/Tekirdag-2013) populasyonlariin genetik olarak birbirinden en farkli iki
populasyon oldugunu, P4 (Kuleli/Babaeski/Kirklareli-2013) ve P6 (Avariz/Merkez/Edirne-
2011) populasyonlarinin ise yiiksek benzerlik gosterdiklerini isaret etmektedir. Calismamiz
sonucunda elde edilen genetik mesafe degerlerinden olusturdugumuz UPGMA dendrogramina
gore, calisilan 6 populasyon 2 ana gen havuzuna (kiimeye) ayrilmistir. 1. Grupta Edirne ve
Kirklareli populasyonlarini temsil eden P1, P3, P4 ve P6 populasyonlar1 yer alirken, 2. Grupta
Tekirdag iline ait cografik olarak birbirine yakin 2 populasyon yer almistir. Guchetl ve ark.
(2014a, 2014b) tarafindan yapilan calismada olusturulan dendrograma gore Rusya ve
Kazakistan populasyonlar1 bir grupta Romanya populasyonlar1 diger bir grupta toplanmustir.
Rusya ve Kazakistan populasyonlarinin bir grupta toplanmasimin nedeni olarak Sovyetler
Birliginde yer alan {ilkelerde birbirine benzer genetik c¢esitliligi olan aycicegi c¢esitlerinin
ekiminin yapildigindan kaynaklandigi belirtilmistir. Molinero-Ruiz ve ark. (2014), calisilan
orobang populsayonlarmin cografik kokenlerine goére gruplandigii, yakin cografik
bolgelerdeki populasyonlarin (Kuzey Ispanya ve Giiney Ispanya gibi) genetik olarak
birbirinden net bir sekilde ayrilabildigini yaptiklar1 calismada bildirmislerdir. Pineda-Martos ve
ark. (2014a)’nin calisgmasinda SSR analizi sonucu elde edilen genetik mesafe degerleri
kullanilarak olusturulan dendrogramda O. cumana populasyonlari I, II, III ve IV nolu gruplari,

O. cernua populasyonlar1 ise V nolu grubu olusturmustur. Gruplarin yapisina bakildiginda
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cografik koken ve enfekte ettigi tiire gére populasyonlarin kiimelenmesinin meydana geldigi ve
O. cumana tiirtinde SSR belirteglerinin gruplamalar1 yapabilmek igin yiiksek ayirim giicii
oldugu vurgulanmistir. Bunun yanisira c¢alismada O. cumana ig¢in gelistirilen SSR
belirteclerinin O. cernua tiiriinde de kullanilabildigi rapor edilmistir.

Yiiksek genetik cesitlilige sahip parazit bitki populasyonlar1 konukgu bitkinin direng
mekanizmasinin iistesinden gelerek bitkiyi enfekte etme yetenegine sahiptir. Farkli ekolojik ve
cografik bolgelerde yayilis gosteren parazit bitki populasyonlarina karsi konukcu bitkinin
(aycigegi gibi) diren¢ mekanizmalarii gelistirmeyi amaclayan siirdiiriilebilir ve uzun vadeli
1slah programlari i¢in, Orobanche spp. gibi parazitik bitki populasyonlarinin, populasyon i¢i ve
populasyonlar arasi genetik c¢esitlilik seviyesini belirlemek biiyiilk dnem tagimaktadir (Kaya
2003). Ayrica, dogal veya tarim alanlarindaki parazitik biyotiplerin genetik g¢esitliligini
belirlemeye yonelik yapilan ¢alismalar, yabani parazitik bitkilerin tarim bitkilerini enfekte eden
bir yabanci ota nasil doniistiigiiniin evrimsel mekanizmasini anlamada onemlidir. Bu tez
caligmasindan elde edilen bilgiler O. cumana ve yakin akraba tiirlerde yapilacak olan genetik
yapi, genetik cesitlilik ve yeni irklarin olusumunun evrimi ile ilgili diger ¢alismalara 6nemli
katkilar saglayacaktir. O. cumana ve yakin akraba tiirlerde kiiresel anlamda genetik ¢esitlilik,
yayilis ve 1rk olusumunun evrimsel mekanizmasi gibi olaylart anlamak ve agiga ¢ikarmak igin,
tiirtin yayilis alani icindeki biitiin alanlardan 6rneklemeler yapilarak gelecekte yeni caligmalarin

planlanmasi bilim diinyas1 i¢in yararli olacaktir.
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