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ENDEMIK Verbascum bombyciferum Boiss. TURUNUN GENETIK
CESiTLiLIGiNiN ISSR YONTEMI ILE BELIRLENMES]
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Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali

Damisman: Yrd. Dog. Dr. Figen ERSOY
ikinci Damisman: Dog. Dr. Ozer YILMAZ (Uludag Universitesi)

Verbascum bombyciferum Boiss. Marmara Bolgesi’nde yayilis gosteren Tiirkiye
endemigi bir bitki tiiriidiir. Bu ¢alismada Bursa ve cevresinden toplanan Verbascum
bombyciferum Boiss. tiiriine ait 82 bireyden olusan 16 popiilasyon molekiiler markor
tekniklerinden ISSR yontemi ile analiz edilmistir. Bu giine kadar bu tiire ait morfoloji
calismalarinin disinda herhangi bir genetik varyasyon ¢alismasi yapilmamistir. 13 adet
ISSR primeri kullanilarak yapilan polimeraz zincir reaksiyonlart sonucunda 86 adet
polimorfik bant elde edilmistir. Polimorfik bantlar Popgen32 programina aktarilarak
genetik uzakliklar, genetik gesitlilik ve genetik farklilasma parametreleri belirlenmistir.
82 bireye ait toplam polimorfizm % 100 olarak belirlenmistir. Popiilasyonlara ait
ortalama polimorfik bant yiizdesi, Nei’ ye gore genetik ¢esitlilik (H) ve Shannon bilgi
indeksi (I) sirasiyla % 58,21, 0,2025 ve 0,3046 olarak belirlenmistir. Toplam genetik
cesitlilik (Ht), popiilasyonlar aras1 genetik c¢esitlilik (Hs), Nei’ ye gore popiilasyonlar
arasindaki genetik farklilagma indeksi (Gst) sirasiyla 0,2880, 0,2025 ve 0,2970 oldugu
belirlenmistir. Calisma sonucunda birey ve popililasyonlarin genetik iliski
dendrogramlar1 olusturulmustur. Sonuclar NTSYSpc programinda ¢izilen PCA
(Principal Component Analysis) haritasi ile desteklenmistir.

Anahtar Kelimeler: Verbascum bombyciferum Boiss., Molekiiler markor, ISSR,
Genetik cesitlilik, Polimorfizm, PCR
2017, viii + 38 sayfa



ABSTRACT
MSc. Thesis

IDENTIFICATION OF GENETIC DIVERSITY OF ENDEMIC Verbascum
bombyciferum Boiss. USING ISSR

Merve Giiven
Uludag University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Molecular Biology and Genetic

Supervisor: Asst. Prof. Dr. Figen ERSOY
Second Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Ozer YILMAZ (Uludag University)

Verbascum bombyciferum Boiss. is a plant species endemic to Turkey, spreading in the
Marmara Region. In this study, 16 populations from 82 individuals Verbascum
bombiciferum Boiss. were collected from Bursa and its province. Plants were analyzed
by a molecular marker technique, ISSR. Up to date, except morphology studies no other
study was performed related to genetic variation of this species. 86 polymorphic bands
were obtained as a result of polymerase chain reactions using 13 ISSR primers.
Polymorphic bands were analyzed using Popgen32 program and genetic distances,
genetic diversity and genetic differentiation parameters were calculated by this program.
The total polymorphism of 82 individuals was determined as 100%. Within the
populations, average values of percentage of polymorphic bands (PPB), Nei’s genetic
diversity (H) and Shanon’s diversity index (I) was calculated as 58,21%, 0,2025 and
0,3046, respectively. Total genetic variation (Ht), genetic diversity (Hs) and genetic
differentiation among the populations were found to be 0,2880, 0,2025 and 0,2970
respectively. As a result of this study genetic relationships of individuals and
populations were shown as dendograms. The results were also supported by the PCA
(Principal Component Analysis) using the NTSY Spc program.

Key Words: Verbascum bombyciferum Boiss., Molecular marker, ISSR, Genetic
diversity, Polymorphism, PCR

2017, viii + 38 pages.
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1. GIRIS

Tirkiye’nin sahip oldugu zengin bitki ¢esitliligi yerli ve yabanci arastirmacilarin
dikkatini ¢ekmektedir. Tiirkiye Florasi, Avrupa kitasina yakin tiir ¢esitliligine sahiptir.
Bugiine kadar Tiirkiye Florasi lizerinde pek ¢ok ¢aligma yapilmis olup bunlardan en ¢ok
bilinenleri Boissier’in editorliigiinii yaptig1 ‘Flora Orientalis’ (1867) ve Davis ve ark.’in
yazmis oldugu ‘Flora of Turkey and East Agean Island’ kitaplaridir (1965). Tiirkiye’de
Astragalus L. (Geven) cinsinden sonra en ¢ok tiir sayisina sahip olan ikinci cins
Verbascum L. (Sigirkuyrugu) cinsidir. Tiir sayisinin fazla ve endemizm oraninin yiiksek

olmasi nedeniyle Anadolu Verbascum cinsi i¢in bir gen merkezi konumundadir.

Verbascum tiirlerinin gruplandirilmasinda stamen (erkek organlarin) sayis1 6nemlidir. 4
stamene sahip olanlar ge¢miste Celsia L., 5 stamenli olanlar Verbascum cinsi altinda
toplanmistir (Linnaeus 1753). Celsia cinsinde yer alan tiirler daha sonra Verbascum

cinsine aktarilmistir (Huber-Morath 1971).

Bu c¢alisma 2014 yilinda Bursa ve gevresinden toplanan Verbascum bombyciferum
Boiss. tiirliniin, popiilasyon ve birey diizeyinde molekiiler karakterizasyonunu

belirlemek ve bireylerin genetik cesitliligini saptamak icin yapilmistir.

2. GENEL BIiLGILER

2.1. Verbascum Tarihi

Verbascum terimi, anlamimi Yunanca’da sakal tiiyli bitki anlamina gelen barbascum
kelimesinden almaktadir (Karaveliogullar1 2004). Verbascum cinsi Scrophulariaceae
familyasindan olup diinya iizerinde O6nemli bir floraya sahiptir. Giiniimiize kadar
diinyada 360 taksonu tespit edilmistir (Heywood 1993). Tiirkiye’de ise son verilere gore
244 tiir ve 129 hibrit bulunmaktadir (Davis ve ark. 1965, Huber-Morath 1978, Aytag ve
Duman 2012). Tirkiye’de bulunan Verbascum tirlerinin 193’4 endemiktir
(Karaveliogullar1 ve ark. 2011). Verbascum cinsi diinyada Bothrospermae Murb. ve

Aulacospermae Murb. olmak iizere iki seleksiyona ayrilir. Bu iki seleksiyon arasindaki



en onemli fark tohum morfolojilerinin birbirinden farkli olmasidir (Karaveliogullari ve
ark. 2011). Tirkiye’deki Verbascum tiirlerinin hepsi Bothrospermae Murb.
seleksiyonunda bulunur (Murbeck 1925, 1933, Huber-Morath 1971).

Diinyanin her yerinde Verbascum cinsine farkli isimler verilmistir. Tirkiye’de bu
isimler bulunduklar1 yorelere gore farklilagmis olup bunlar Sigircik kuyrugu, Sigir
Kuyrugu, Yilan Yastigi, Kuzukulagi, Balik Bitkisi gibi ifade edilmektedir
(Karaveliogullar1 2004). Tiirker ve Giirel (2005) yaptiklar1 arastirmalarda Yunanlilar ve
Romalilar doneminden bu yana Verbascum tiirlerinin ¢igek ve yapraklarinin; bogaz
agris1, Okstirlik, bronsit, tiiberkiiloz, astim gibi hastaliklarda kullanildigina deginmistir.
Verbascum bitkisinin igerisindeki miisilaj yapis1 ve diger saponinler iist solunum
yollarmma 1iyi geliyor oldugu bilinse de dolagimsal faaliyetleri yakin zamanda
incelenmeye baglanmigtir. Verbascum, antiviral ¢alismalara da konu olmus ve Mehrotra
(1989) tarafindan tavuk embriyolarindaki influenza hastaliklarina karsi tedavi edici
olarak kullanildig1 belirtilmistir. Tiirker ve Camper (2002) hemoroid ve diyarenin
tedavisinde kullanilan Verbascum tiirlerinin egzama gibi deri yaralari ve ayn1 zamanda

migren gibi hastaliklarin tedavisinde de kullanildigini belirtmistir.

Bazi1 Verbascum tohumlarinin yaptigi zehir etkisinden dolayr halk tarafindan
kullanildigi  bilinmektedir. Verbascum speciosum Schrad bitki ektraktlarinin,
Drosophila melanogaster’de gelisim bozukluklarina neden olarak O6liim oranlarini

arttirdig1 tespit edilmistir (Uysal ve ark. 2012).

2.2. Verbascum bombyciferum Boiss.

Tirkiye igin endemik olan Verbascum bombyciferum Boiss. yalnmizca Bursa ve
cevresinde yayilis gostermektedir. V. bombyciferum tiiriiniin gévde boylari 50-150 cm
arasinda degismektedir. Bitkinin tiimii yogun tily Ortiisii ile kaphdir. Cicekleri 5
stamenli olup sar1 renklidir (Sekil 2.1, Sekil 2.2). A¢ik alanlarda ve yol kenarlarinda
yetismektedir. Cigeklenmesi Nisan ve Temmuz aylari arasinda gergeklesmektedir.

Verbascum bombyciferum Boiss. tiiriine ait daha 6nceden yapilmis genetik cesitlilik



caligmas1 bulunmamaktadir. Bu tiirin gram (+) bakterilere antimikrobiyal aktiviteleri

incelenmis ve aktivite artig1 gézlenmistir (Diilger ve ark. 2002).

Sekil 2.1. Verbascum bombyciferum Boiss. ¢icek olusumu ve genel goriiniimii (Cenil
2007)

Sekil 2.2. Herbaryum 6rnegi olan Verbascum bombyciferum Boiss. yapragi (Cenil
2007)



2.3.Bursa Iline Ait Cografik Bilgiler

Bursa kuzeyde Kocaeli, Yalova, Istanbul ve Marmara Denizi, doguda Bilecik,
Adapazari, batida Balikesir, giineyde Eskisehir, Kiitahya ile ¢evrelenmistir. Bursa’nin
Marmara Denizi’'ndeki kiyt uzunlugu 135 km’dir. Bu kiyilarda doguya gidildikge
Mudanya ve Gemlik, batida Bandirma, kuzeyde Armutlu, Narli, Fistikli gibi beldeler
yer almaktadir (Daskin 2001). Bursa’nin en 6nemli olusumlar1 Uludag, iznik Golii ve

Uluabat Go6lii olup Sekil 2.3’te gosterilmektedir.

Bursa bolgelere gore iklim farkliliklart gosterirken, genel itibariyle iliman iklime
sahiptir. Uludag etekleri sert iklime sahip ve kar yagis1 alirken, kuzeye daha yumusak
bir iklim hakim olmaktadir. Bursa’da yilin en sicak aylart Temmuz ve Eyliil iken en

soguk Subat ve Mart aylaridir.

Bursa lizerinde bir¢ok bitki tiiriinii barindirmakta ve bunlardan 6nemli bir kismini
endemik bitkiler olusturmaktadir. Diinyadaki ¢esitli arastirmacilar bunu 6grenerek,
Bursa’da bitki toplamak i¢in bulunmustur (Cenil 2007). Endemik bitkilerde biiyiik bir
grup igeren Verbascum tiirleri bir¢ok arastirmaci tarafindan incelenmistir (Mehrotra
1989, Tiirker ve Camper 2002, Uysal ve ark. 2012).
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Sekil 2.3. Bursa iline ait ¢calisma haritasi
(http://s5.photobucket.com/user/karakus/library/bursa%20harita?sort=2&page=1, 2016)

2.4. DNA Markor Teknikleri ve Bitki Biyoteknolojisindeki Yeri

Belirli bir gen bolgesinde bulunan DNA parcalarina ya da herhangi bir gen bolgesine
molekiiler markorler denir. Genomda DNA dizilerinin benzerliklerini ve farkliliklarini
belirlemek igin kullanilan markor teknikleri son yillarda bircok konuda tercih edilen
seleksiyon yontemlerinden biridir. Bu se¢ilim hizli ve tekrarlanabilirligi yiiksek olmasi
sebebiyle bitki 1slahinda ve bitki hastalik genlerinin tespit edilmesinde kullanilmaktadir.
Molekiiler markorlerin kullanimiyla birlikte dayaniklilik genleri tespit edilmekte,
boylece genlerin kromozom iirerinde haritalanmasi ve klonlanmasi miimkiin olmaktadir

(Milligan ve ark. 1998, Rossi ve ark. 1998). Polimeraz Zincir Reaksiyonunun (PZR)


http://s5.photobucket.com/user/karakus/library/bursa%20harita?sort=2&page=1

bulunmasindan sonra tarimsal agidan gen tespiti, filogenetik analizler ve gen etiketleme

gibi markor destekli seleksiyon galismalari kolaylagmistir (Joshi ve ark. 2000).

Markor c¢alismalari PZR bagimli ve PZR bagimli olmayan olarak iki gruptan
olusturmaktadir. RFLP (Restriction Fragment Lenght Polymorphisms) PZR bagiml
olmayan molekiiler markor teknigidir. RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA),
AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphisms) ve SSR (Simple Sequence
Repeats) ise PZR bagimli molekiiler markor tekniklerinden baslicalaridir. SSR bolgeleri
arasindaki DNA seckanslar1 ise ISSR (Inter-simple Sequence Repeat) dizilerini

olusturmaktadir.

2.4.1. ISSR (Basit Tekrarh Diziler Arasi Polimorfizm)

DNA dizilerinde mikrosatellit olarak bilinen, tekrarlanan gen boélgeleri bulunmaktadir.
Bunlar basit dizi tekrarlari olarak adlandirilirlar (SSR). Mikrosatellitler, gen bolgesi
icine dagilmig olup yiiksek derecede korunmaktadir (Thomas ve ark. 2006). Bu
mikrosatellit sekanslarinda ikili, tiglii, ve dortlii seklinde tekrar eden niikleotitler
bulunmaktadir. Basit dizi tekrarlar1 arasinda kalan DNA sekanslari ise Inter Simple
Sequence Repeat (Basit Tekrarli Diziler Arasi) olarak tanimlanmaktadir. Bilinen
mikrosatellit dizilerinden yola c¢ikilarak hazirlanan primerler ile iki bdlge arasi
cogaltilir. Bu primerler genellikle yaklasik 15-30 niikleotit uzunlugunda segilmektedir.
Daha sonra agaroz jel elektroforezinde kosturularak belirli boyalar ile ¢ogaltilan DNA
bantlarinin isaretlenmesi yapilir. Secilen primerlere bagli olarak farkli biiyiikliikte
bantlar belirlenir. Belirlenen bantlar sonucunda gen haritalamasi yapilmasinin yani sira

DNA bolgelerindeki degiskenlikler karsilastirmali olarak gozlenebilmektedir.

ISSR yénteminde primer se¢imi Onemlidir. Igerifindeki GC miktar1 yiiksek olan
primerler baglanma sicakliginin fazla olmasini yol agar. Baglanma sicaklig1 yiikseldikce

daha kararli baglanmalar olusur.

ISSR kullanimimin ¢esitli avantaj ve dezavantajlar1 bulunmaktadir. Herhangi bir dizi

icerigi bilinmeden primerlerin olusturulabilmesi ISSR yonteminin en 6nemli avantajidir.



ISSR markorleri ile c¢alisirken az miktar 6rnek doku yeterli olmaktadir ve diger
molekiiler markorlere gére daha hizli uygulanabilir. ISSR teknigi diger yontemlere gore
maliyeti az olan bir tekniktir. AFLP teknigine gore daha az adima sahip olmasi ve
calisma kolaylig1 sagladigi i¢in ISSR yontemi daha ¢ok tercih edilir. Benzer uzunluktaki
dizi parcalarinin homolog olmamasi ve RAPD yoOntemine benzer sekilde
tekrarlanabilirligin diisiik olmasi dezavantajlaridir (Kesawat ve Das 2009). Diisiik

genomik DNA kalitesinden kolaylikla etkilenir.



3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Incelenen Verbascum bomyciferum Boiss. tiiriiniin popiilasyon hatlari

Bu c¢aligmada Marmara Bolgesi’nin farkli arazilerinden toplanan Verbascum
bombyciferum Boiss. tiiriine ait 16 popiilasyon materyal olarak kullanilmistir (Sekil
3.1). Ornekler Uludag Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Boliimii 6gretim
tiyesi Dog. Dr. Ozer Yilmaz tarafindan temin edilmistir. Biitiin ¢alismalar laboratuvar
kosullarinda gerceklestirilmistir. Ornek yapraklar -20 °C saklama kosullarinda
muhafaza edilmistir. Her popiilasyonda en az 3, en fazla 7 birey kullanilmistir. Toplam

Verbascum bombyciferum Boiss. tiirline ait 82 birey analiz edilmistir.

-
Armutiu

iznik Golu
Gemlik Korfezi

Sekil 3.1. Calismada kullanilan Verbascum bombycferium Boiss. popiilasyonlarinin
topladig1 bolgelerin cografi haritasi



Ornekleme yapilan bdlgelere ait popiilasyonlarin lokalitelerini gdsteren ayrmtili bilgi
Cizelge 3.1°de verilmistir. Her bolgeden Verbascum bombycferium Boiss. tiiriine ait
birden fazla birey toplanmistir. Birey kayit numaralar1 ve isimleri Cizelge 3.2°de

gosterilmistir.

Cizelge 3.1. Calismada kullanilan Verbascum bombycferium Boiss. tiiriiniin lokalite
hatlar1 ve her popiilasyonda kullanilan birey sayisi

HARITA POPULASYON POPULASYON LOKALITESI Kullanilan

NO ismi ornek sayisi

1 62/2014 BURSA: Niliifer, Orhaneli Baraji gevresi, 312 m, @
25.06.2014

2 72/2014 BURSA: Niliifer, Uludag, Gokdere, Misi karsisi, §
24.07.2014

3 73/2014 BURSA: Niliifer, Cali, Cali — Atlas, 24.07.2014 4

4 77/2014 BURSA: Giirsu, Barakfakih — Diskaya, 255 m, 3
25.07.2014

5 78/2014 BURSA: Giirsu, Barakfakih — Aglasan, 303 m, @
25.07.2014

6 80/2014 BURSA: Gemlik, Gemlik — Kumla, 65 m, 5
14.08.2014

7 81/2014 BURSA: Gemlik, Kumla — Haydariye, 2. km, 4
14.08.2014

8 82/2014 BURSA: Narli, 52 m, 14.08.2014 7

9 05/2014 BURSA: Gemlik, Narli ¢evresi, 29 m, 27.08.2014 6

10 96/2014 BURSA: Narli — Fistikl1, 27 m 5

11 97/2014 BURSA: Narli, Karayollari Kampi arkasindaki §
yamaglar

12 98/2014 YALOVA: Narli — Armutlu, 25 m, 27.08.2014 5

13 09/2014 YALOVA: Kapakli — Armutlu, Kapakli ¢evresi, 63 5§
m, 27.08.2014

14 101/2014 YALOVA: Kapakli — Armutlu, 63 m, 27.08.2014 6

15 118/2014 BURSA: Osmangazi, Giindogdu, 320 m, 28.08.2014 5

16 119/2014 BURSA: Mudanya, Mudanya — Kumyaka, 56 m, §
05.09.2015




Cizelge 3.2. Calismada kullanilan Verbascum bombycferium Boiss. tiirline ait birey
kayit numaralari

No Bireykayitno No Bireykayitno No Birey kayitno No Birey kayit no

1 OrhaneliB1 24 Aglasan6 47  Fstiklil 70 Kapakli4

2 OrhaneliB2 25 Kumlal 48  Fistikli2 71 Kapaklis

3 OrhaneliB3 26  Kumla2 49  Fistikli3 72  Kapakli6

4 OrhaneliB4 27  Kumla3 50  Fistikli4 73  Gilindogdul
5 OrhaneliB5 28  Kumlad 51  Fistikli5 74  Giindogdu2
6 OrhaneliB6 29  Kumla5 52  KarayollariKl 75  Gilindogdu3
7 Misil 30 Haydariyel 53 KarayollariK2 76  Gilindogdu4
8 Misi2 31  Haydariye2 54  KarayollariK3 77  Giindogdu5
9 Misi3 32  Haydariye3 55  KarayollarilK4 78  Kumyakal
10 Misi4 33  Haydariye4 56  KarayollariKK5 79  Kumyaka?2
11  Misi5 34  Narlil 57  Armutlul 80 Kumyaka3
12  CaliAtlasl 35 Narli2 58  Armutlu2 81 Kumyaka4
13 CaliAtlas2 36  Narli3 59  Armutlu3 82  Kumyaka5
14  CaliAtlas3 37 Narli4 60  Armutlud

15 CaliAtlas4 38  Narli5 61  Armutlub

16  Digkayal 39  Narl6 62  KapakliCevl

17  Digkaya2 40  Narli7 63  KapakliCev2

18 Digkaya3 41  NarliCevl 64  KapakliCev3

19 Aglasanl 42  NarliCev2 65  KapakliCev4

20 Aglasan2 43  NarliCev3 66  KapakliCev5

21  Aglasan3 44  NarliCev4 67  Kapaklil

22  Aglasan4 45  NarliCev5 68  Kapakli2

23 Aglasan5 46  NarliCev6 69  Kapakli3

3.2. Yontem
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3.2.1. ISSR primer sec¢imi

Bu calismada 13 adet ISSR primeri kullanmilmistir. Kullanilan primerlerin DNA

dizilimleri, niikleotid uzunluklar1 ve baglanma sicakliklar1 Cizelge 3.3’de gosterilmistir.

Cizelge 3.3. Calismada kullanilan ISSR primerleri ve 6zellikleri

Primer Ad1 DNA dizilimi Niikleotid uzunlugu Baglanma sicakhg (°C)
(5°-3°)

ISSR1 (GA)s-C 17 nt 42
ISSR2 (GA)s-G 17 nt 47
ISSR3 (GA)e-T 17 nt 55
ISSR4B (AC)s-T 17 nt 56
ISSR5 (AC)s-G 17 nt 53
ISSR6 (AC)s-C 17 nt 51
ISSR7 (AC)s-A 17 nt 51
ISSR10 (GTG)s 15nt 55
ISSR 11 (GAC)s 15 nt 55
ISSR 12 (CAC)s 15 nt 58
ISSR 13 (GATA), 16 nt 40
ISSR 14 (CTC)s 15 nt 51
ISSR15 (GACA)s 20 nt 57

3.2.2. DNA izolasyonu
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DNA izolasyonunda QIAGEN firmasmin “DNeasy Bitkiden DNA Izolasyon Mini
Kiti” kullanildi.

Yaprak Ornekleri sivi azot yardimiyla havanda ezilereck 2 mL’lik eppendorf tiiplere
alind1. Uzerine 400 pL AP1 tamponu ve 4 ul RNase A ilave edilip 65 °C’de 10 dk
inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda eppendorf tiipiiniin igerisine 130 pL AP2 tamponu
ilave edilerek ¢alkalandi. Ardindan 5 dk buz kalibinda bekletilerek 14 000 rpm’de
ScanSpeed marka Mini model santrifiijde santrifiij yapildi. Olusan sivi faz pelletten
ayrilarak QIAshredder mini c¢alkalama kolonuna alindi. 14 000 rpm’de 2 dk santrifiij
yapildiktan sonra filtre atild1 ve sivi faz temiz bir tiipe alindi. Olusan siv1 fazin 1,5 kati
kadar AP3 tamponu ilave edilerek pipet yardimiyla karistirildi. Karigimm 650 pL’si
DNeasy mini ¢alkalama kolonuna alinip 8 000 rpm’de 1 dk santrifiij yapildi. Filtrenin
alt kismina gecen sivi faz dokiilerek kalan karisima da ayni islem uygulandi. Filtrenin
altima biriken sivi faz tekrar dokiildi. Bu sayede bitki DNA’s1 filtrede tutulmus
olmaktadir. Uzerine 500 uL. AW tamponu ilave edildi ve 8 000 rpm’de 1 dk santrifiij
yapilarak birinci yikama islemi gergeklestirildi. Daha sonra filtrenin altina toplanan sivi
faz dokiilerek tekrar S00 L AW tamponu ilave edildi ve 15 000 rmp’de 2 dk santrifiij
yapildi. Siv1 faz tekrar dokiildii ve DNA’y1 tutan filtre temiz bir eppendorf tiipiiniin
iizerine koyuldu. Uzerine 75 uL AE tamponu ilave edilerek 5 dk oda sicakliginda
bekletildi. Daha sonra 8 000 rpm’de 1 dk santrifiij yapildi. Filtreden serbest hale gecen
DNA, filtrenin altindaki tiipte toplandi. Bu lizat alindi ve tekrar filtrenin iizerine
koyularak bu iglem tekrarlandi. Bu yontem, stok DNA olusturmak {izere her birey i¢in
tek tek uygulandi.

3.2.3. DNA konsantrasyonunun belirlenmesi

Izolasyonu sonucunda elde edilen stok DNA’lardan 2 uL &rnek almarak Thermo
Nanodrop ND-2000 spektrofotometre ile DNA konstantrasyon ol¢timlii yapilmustir.
260/280 absorbans orani ~1,6-2,11 olan DNA ornekleri PZR islemi igin seg¢ilmistir.

Biitiin DNA o6rnekleri -20 °C saklama kosullarinda tutulmustur.

3.2.4. PZR reaksiyonu
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Polimeraz zincir reaksiyonlart New England Biolabs PZR protokoliinden optimize
edilerek yapildi. ISSR analizi i¢in hazirlanan PZR karisimmin toplam hacmi 25 uL
olacak sekilde hazirlandi. Calismada 200 pL steril PZR tiipii kullanildi. Toplam 25

puL’lik PZR karigimint olusturmak i¢in kullanilan soliisyonlar Cizelge 3.4’te verilmistir.

Cizelge 3.4. PZR reaksiyon karigimi i¢in kullanilan miktarlar ve son konsantrasyon
degerleri

PZR reaksiyon karisimi 25 ul Son konsantrasyon
reaksiyon

10X Standart tampon ¢ozeltisi 2,5uL 1X

10 mM dNTP karigimi 0,5 uL 200 uM

25 mM MgCl, 1,5uL 1,5 mM

10 uM (10 pmol/uL) Primer 2 uL 0,8 uM (0,05-1 uM)

Stok DNA 2 uL 200 ng

5 U/uL Taq DNA Polimeraz 0,25 uL 125U

PZR distile suyu 16,25 uL

Reaksiyona 94 °C’de 3 dk on denatiirasyon islemiyle baglanmistir. Ardindan 6rnekler
denatiirasyon i¢in 94 °C’de 45 sn, primerlerin DNA’ ya baglanma sicaklig1 i¢in ¢izelge
3.2°de optimizasyon sonucu gosterilen sicakliklarda 45 sn, uzama asamasi i¢in 72 °C’de
1,30 sn 35 dongii gergeklestirilmistir. Son uzama asamasi i¢in 72 °C’de 5 dk
bekletilmistir.

3.2.5. Elektroforez

Tris, borik asit ve EDTA kullanilarak 5X TBE ¢6zeltisi hazirlandi. 5X TBE ¢d6zeltisi
olusturma miktarlar1 Cizelge 3.4’te gosterilmistir. Ardindan 5X ¢6zeltisinden 200 mL
alinip tizerine 800 mL distile su ile tamamlanarak 1X ¢ozeltisi hazirlandi. Sonra 1X
cozeltisinden 100 mL alind1 ve igerisine 1 g agaroz ilave edilerek konsantrasyon % 1
olacak sekilde agaroz jel hazirlandi. Yeterli miktar 1sitilarak hazirlanan jele etidyum
bromiir ilave edildikten sonra elektroforez tankina dokiildi ve 40 dk bekletildi.

Orneklere 5 pL jel goriintiileme boyasi ilave edildikten sonra 1X tamponu doldurulan
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tanktaki kuyucuklara yiiklendi. Elde edilen PZR iiriinleri agaroz jel elektroforezinde 100
V’da 1 saat kosturuldu.

Cizelge 3.5. 5X TBE ¢ozeltisi i¢in kullanilan soliisyonlar ve miktarlar

SX TBE Madde miktari
Tris 54 ¢
Borik asit 2759
EDTA (pH 8) 20 mL

3.2.6. Verilerin degerlendirilmesi

Calismada elektroforez isleminden sonra DNA bantlarinin goriintiisii jel goriintiileme
sistemi kullanilarak tespit edilmistir. Polimorfik bantlar 1 (var) ve 0 (yok) olarak
skorlanmistir. 82 birey ve bunlarin olusturdugu 16 popiilasyon, Popgen32 genetik analiz

programi kullanilarak olusturulan matris iizerinden benzerlik katsayisi hesaplanmistir.

Sonuglar birey ve popiilasyon diizeyinde ayrintili olarak analiz edilmistir.

4. BULGULAR

4.1. ISSR Analizi i¢cin Genomik DNA izolasyon Miktarlari
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Verbascum bombyciferum Boiss. bitkisinin  yapraklarindan DNA izolasyonu
gerceklestirildikten sonra Nanodrop ND-1000 spektrofotometrede dlgiimleri yapildi ve
konsantrasyonlar1 mikrolitredeki ng miktarina goére kayit edildi. Bireylerin
konsantrasyon miktarlar1 Cizelge 4.1°de gosterilmistir. Caligma sonucuna gore en az

DNA miktar1 15,8 ng/uL olup, en fazla DNA miktar1 1061,2 ng/uL olarak saptanmustir.

Cizelge 4.1. Izolasyon sonucunda bireylere ait konsantrasyon miktarlari

Birey Kons.ng/uL  Birey  Kons.ng/puL  Birey Kons. ng/pL  Birey  Kons. ng/pL

no no no no

1 106,5 24 416,3 47 205,3 70 170,9
2 39,5 25 358,1 48 262,1 71 71,7
3 2539 26 32,3 49 3111 72 32,1
4 58,8 27 15,8 50 202,9 73 158,9
5 52,3 28 76,4 51 469,7 74 167,5
6 28,7 29 93,4 52 223,2 75 650,1
7 149,9 30 876,2 53 79,8 76 1061,2
8 42,8 31 439,4 54 70,6 77 88,0
9 49,3 32 79,1 55 77,1 78 32,3
10 21,3 33 271,2 56 266,5 79 17,9
11 50,8 34 250,5 57 350,8 80 34,7
12 254.8 35 40,6 58 642,1 81 49,8
13 52,9 36 45,3 59 20,5 82 354,3
14 58,8 37 42,5 60 232,2

15 23,8 38 52,7 61 39,0

16 91,8 39 36,2 62 267,4

17 240,1 40 40,5 63 548,6

18 49,0 41 117,5 64 95,6

19 177,8 42 1379 65 41,8

20 411 43 62,3 66 1119

21 39,8 44 268,2 67 56,4

22 247 45 269,9 68 146,7

23 30,0 46 40,8 69 87,7

4.2. PZR ve Elektroforez Sonucu
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Izolasyon islemi yapilarak elde edilen DNA’lar, segilen primerleri iceren 25 pL’lik PZR
karigimi ile polimeraz zincir reaksiyonuna tabi tutulmustur. Reaksiyon sonucunda alinan
her tiip etidyum bromiir ile boyanip % 1’lik agaroz jelde kosturuldu. Isaretleyici olarak
New England Biolabs 100 b¢ DNA ladder kullanilarak bant biiyiikliikleri belirlendi.
Agaroz jel elektroforezi sonrasinda UV ortamda izlenen jel goriintiileme sonucu Sekil

4.1°de 6rnek olarak gosterilmistir.

Sekil 4.1. %1°lik agaroz jelde ISSR 13 primeri ile kosturulan DNA’larin UV ortamdaki
goruntiisu

4.3. Verilere Ait Genetik Analizler

Verbascum bomyciferum Boiss. tiirline ait Marmara Bolgesi’nden toplanan 82 adet
bireyin (16 popiilasyon), 13 adet ISSR primeri ile ¢alisilmasi sonucunda her bireyde
toplam 86 tane alel tespit edilmistir. Tespit edilen alel sayilar1 ve biiyiikliikleri Cizelge
4.2°de gosterilmistir. ISSR primerlerden elde edilen alel biyiikliikleri referans

isaretleriyiciyle karsilastirilarak yaklasik 300 ile 1500 bg arasinda belirlenmistir.

Cizelge 4.2. Verbascum bomyciferum Boiss. tiiriine ait ISSR ¢alismasinda belirlenen
alel sayis1 ve belirlenen alel biiytikliikleri
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Primer Ad1 Alel Sayis1  Alel Biiyiikliikleri (bg)

ISSR1 9 300, 400, 500, 700, 800, 900, 1000, 1100, 1200
ISSR2 4 500, 600, 800, 1000

ISSR3 8 300, 400, 450, 500, 600, 800, 900, 1100

ISSR4B 10 350, 450, 500, 600, 650, 800, 900, 1100, 1300, 1500
ISSR5 7 350, 450, 500, 600, 700, 900, 1000

ISSR6 10 450, 500, 550, 600, 650, 700, 800, 900, 1100, 1300
ISSR7 5 400, 500, 600, 750, 1000

ISSR10 11 300, 350, 400, 490, 520, 640, 760, 880, 930, 1250, 1400
ISSR 11 7 380, 470, 550, 680, 730, 850, 950

ISSR 12 3 500, 800, 1050

ISSR 13 3 500, 530, 770

ISSR 14 2 1300, 1400

ISSR 15 8 370, 450, 600, 750, 950, 1350, 1500

TOPLAM 86

ORTALAMA 6,6

Primerlere ait aleller (toplam bant sayisi) incelendiginde en fazla polimorfik alel
ISSR10’da 11 adet, en az polimorfik alel ise ISSR14’te 2 adet olarak bulunmustur.
ISSR1, ISSR2, ISSR3, ISSR4B, ISSR5, ISSR6, ISSR7, ISSR10, ISSR11, ISSR12,
ISSR13, ISSR14, ISSR15 primerlerinden elde edilen toplam 86 bandin polimorfik
oldugu belirlenmistir. Primer basina diisen ortalama polimorfik alel sayis1 6,6 olarak
hesaplanmistir. Agaroz jel elektroforezinden alinan goriintiiler bant olmas1 durumunda 1
(var), olmamasit durumunda 0 (yok) seklinde belirlenmistir ve sonuglarin tablosu
olusturulmustur. 82 adet Verbascum bomyciferum Boiss. bireyine ait polimorfik
bantlarm 1 ve 0 olarak skorlama sonucu tek bir tablo yapilarak Cizelge 4.3’te

gosterilmistir.

Cizelge 4.3. Verbascum bomyciferum Boiss. bireylerinin polimorfik bant gosterimi

No | Polimorfik bantlar (1-86)

1 11111000110111010111111001101001111100000000000011010111110010001111011110010000101000
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2 10100000010111101011111001001001100100010011101111111011010010000110011110010000101000
3 11111000010111100101111001000000110100000000000011111011000010000111010110010000110100
4 11111010110111001011001000101001110100001000010010110010010010000110001110010100010000
5 11100000000100010010001001010000000000000000000010000101100000000010010110011000000100
6 11111010110111101111111000101000111100110111001111100011100000000011110110001100000100
7 11111010110111100011101001001010100100101101010010001011100100001010110110100011100010
8 11100110110111000011011001011000100100100010000001011010110010001011000110100010010000
9 11100000010110000010001000000000000000000000000001010011100000001011100110100000001000
10 11100000110111100001111001001000110000000010000001010110100010001011110110001000010000
11 00000000010100100010001001001010000000000010100011001000100000001011000110000000111000
12 10100000010100000010001000000000000000000000000001000000100000000001000110000000001000
13 10111000110100100001001001011011100000000010000001001010100011001101001111000011111000
14 10101000110111000010001001001000100100000000000001100000100000001111000110100000011111
15 10111000110111110111001011011011100101101010010001111110110011001100010110101100000011
16 11111010010111100101011001011101100101010111000011110111000010001010000110001010101100
17 11101010011111010011011000000000100000110111100001110111100010001011000001000100010100
18 11100100010111000111001000000000100000100000000001111010100000001010010110000000111100
19 11111010110111100010001000000000000000000000000001010000100000001001100110000000000100
20 11111010010101010011001010001001110000000010000001000111100000001000000111001100101000
21 11100000010111000001101000000000100000000010000011010110100010001000011111001000001111
22 11101100110111110001101011011011001000001010001001110111000010001001010110100100001010
23 01100000010111100001101001000000110101000000000001010101000000001100010110000010001000
24 11100000000000000000000000000000000000000000000000100000000000000000000000000000000000
25 11111010110100100000001010000000000000000000000001000001000000000000000110000000001010
26 00111010110111100001001011010110100001000000000011011111101010001001000110100100001011
27 11111010110110100000001010000000101000000100000001011000000000000000000110000000001010
28 11111110110111101011001010001110100001000100000011111111101010001101110111000100000011
29 11111010110110100001001000000000100000000100000011001111000010001000100110010100001011
30 00111010110110000010000000000000101000000010000011011001000000001000110110000000001010
31 00111011001011100110001000000000100000000110000000000011100000001000001111100000011000
32 00000000001000110000010000000000000000000000000000000100000000001000000100000000000000
33 11111011001000010100001000000000100100000110000000000111100000001000000111100000010000
34 11111010100000000000000000000000000000000000000000000000000100000000000000101000000000
35 11111010111001110110011000000000100000000100101011111111100111001000010111110011000000
36 11111010111000110110011000000000000000000100111011111111100001001000110111100000000000
37 11100010001000100110001000000000100000000100000010110111100101001001001111101000000000
38 11100010001000110110001000000000100000000100111011111111100001001001001111100100000000
39 11110000011000000110001100011010111100000100110011011111100001001001010111110010001000
40 11110010111000110110011000000001100000011100111011111111011110111001010111100100001001
41 11111010100000000000011000000001100000000100000011010010101110100000000111100010001100
42 11110000001001010110011000000000100000000100000001010011101000001010001111100000010000
43 11110100011000000000011000000001100000000100000011000011011011001010001111101100010100
44 11111010101000000000001000000001000110000100100001010000101011001010011111100010010000
45 11111111011001000110011000100001000000000100000001010010101101101110000111110010010000
46 11111011111001000100000000000000100001000100000001010011011111101010000111110101010000
47 10100000001010000000001000000000000000101100000001100101000010001101011110100000010000
48 11111010100000000000001000000000000000000000000001000111011011110000000111000000000000
49 11111011100001000010000000000000000000000000000000000000000000000000000000101000000000
50 00000000001001000110000000000000000000000000000000000001100010001000011111000000000100
51 10111000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000101000000000
52 11111010111010000100001000000000000100000011000001010111000010001000110111110001011000
53 11111010001001000110001000000000101000000011000001000111100111101110001110111001111100
54 10110110101011000110001000000000001000000010000011110111100111101010001101111011101100
55 11111010111011000110011101011010010000000100000001100111101111101000010111100101101100
56 11111000000000000000000000000000000000000000000000000001000000000000000000000000000000
57 11111011001001100000001000000000000000000011000001000000000000001010000110111000011000
58 11111010100000000000001000000000000000000010000001000001100011000000000111000000011000
59 11111010111001100110000000000000100100010110000010000111101111101100001110111100011111
60 11100000000001000000000000000000000000001100000001000010000011111110110110111000011011
61 11111011111011000110011000000000000000100110001110110111101111111100010111111100011110
62 10111010000001000000001000000000100000000110000000000011101000001100100111100000011000
63 10111010101010000000001000000000000000100100001101010001101010001111100110100000000111
64 10111010111011000010001001000000100000100110001101110111101111111111100111100100001111
65 11111010101010010100001000000000100100001000000001110110101011101111110111111100011011
66 10100000000000000000010010000000000000001000000001010001100010000010000111111000000010
67 10101000011011000110001000000000000000000100000110111111101111001101101111100010011011
68 00111001000001000000001001000000100000000100000000000000000100001010001110100000000100
69 11111010110110000000001000000001110000110100100011111111111111101010001110110101100001
70 10111100110111000000001000000000110100000100000011111111101010001100001111100000000001
71 11110000000001100000001100000000100000000000000000000111100000001110000111000000000000
72 10111010010111000010001000001001111100000110000011111111000111101100001111100101110001
73 10111010000100000000001000001000000000100000000011001111001001101110010111000000000000
74 01000000000000100000001001000000011000100000101011111111011101101110000110111010111010
75 01000000010101100000000000000000000000000000100000000100000000001010000110000000010000
76 00000000010110000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000
77 00000000000100000000000000000000000000000010111001000000000100000010000000000000000000
78 10101001011110000110001100010000000000001000001001000011001111101000000111100011111101
79 11111010110110000000011000011010100000000000000011001011011111111001110111101100011001
80 10101010010101000110101000101000010010001100000011011011000111101010110111101011111000
81 10101001010101000000001000000000000000101000000011001011010101101010010111000010011000
82 00100000010100000000001000000000000000000000000001000000100000000000000111101000000000

Verbascum bomyciferum Boiss. tiiriine ait 82 birey ve bu bireylerin olusturdugu 16

popiilasyona ait skorlama sonucunda genetik benzerlik ve farkliliklar Popgen32

bilgisayar programi kullanilarak analiz edilmistir. Bu analizde kiimelenme temelli
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filogenetik analiz grubuna dahil olan Unweigted Pair Group Method Arithmetic
Average (UPGMA) metodundan yararlanilmistir. Popgen32 programindaki analiz
sonucundan elde edilen benzerlik matriksi alinarak bireylere ve popiilasyonlara ait
dendrogramlar ve dendrogramlarin radyal dagilimi1 FigTree v1.4.2 programi kullanilarak
elde edilmistir. Dendrogramlar, Nei 1978 tarafsiz hesaplamasina ait genetik kimlik ve
genetik mesafe temeline dayandirilmistir. Bireyler arasi dendrogram Sekil 4.2°de,
popiilasyonlar aras1 dendrogram Sekil 4.4’te gosterilmistir. Bireylere ve popiilasyonlara

ait radyal dagilim ise sirasiyla Sekil 4.3 ve Sekil 4.5’te gosterilmistir.
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Cizelge 4.4. 16 adet Verbascum bomyciferum Boiss. popiilasyonuna ait Nei 1978 genetik kimlik (diagonal iizerinde) ve genetik uzaklik
(diagonal altinda) tarafsiz sonuglari

Popiilasyon OrhaneliB  Misi Cali- Digkaya Aglasan Kumla  Haydariye Narli Narlt Fisttkhh  KarayollariK ~ Armutlu  Kapakl Kapakli  Giindogdu  Kumyaka

Adi Atlas Cev. Cev.

OrhaneliB o 09446 09316  0,9202 0,9364  0,8804 0,8749 08772 08495 0,8751 0,8936 0,8831 0,8813 0,9211 0,8821 0,8932
Misi 0,0570 EEEAY 0,9769 0,9155 0,9543 0,8946 0,9197 0,8820 0,8623 0,8897 0,8857 0,8864 0,9120 0,9296 0,9182 0,9287
Diskaya 0,0709 0,0234  *x*** (8874 0,9605  0,9293 0,9131 0,8839 0,8683 0,9077 0,9035 0,9071 0,9348 0,9411 0,9023 09493
Cali-Atlas 0,0831 0,0883  0,1195  H*xkx 0,9210  0,8424 0,8388 0,8499 0,8333 0,8149 0,8714 0,8401 0,8394 0,8826 0,8270 0,8503
Aglagan 0,0657 0,0468 0,0403  0,0823 Frxkk0,9263 0,9624 09290 0,8917 0,9658 0,9478 0,9410 0,9267 0,9497 0,9580 0,9332
Kuimla 0,1274 0,1113 0,0733 0,1714 0,0766 ~ Fxxk* 0,8915 0,8689 0,8467 0,8620 0,8803 0,8814 0,8933 0,9055 0,8557 0,8917
Haydariye 0,1336 0,0837 0,0909 0,1758 0,0383  0,1149 Fkok 0,9347 0,9026  0,9829 0,9567 0,9424 0,9429 0,9595 0,9673 0,9153
Narli 0,1310 0,1256  0,1234  0,1626 0,0737  0,1406 0,0675 *xkkk0,9383  0,9254 0,9548 0,9252 0,9323 0,9437 0,8944 0,9002
Narli Cev. 0,1632 0,1481 0,1412  0,1823 0,1146  0,1664 0,1025 0,0637  *****  (,9000 0,9334 0,9384 0,9490 0,9357 0,8637 0,9102
Fistikli 0,1334 0,1169 0,0968  0,2046 0,0348  0,1485 0,0172 0,0775  0,1054  *x*** 0,9618 0,9376 0,9399 0,9385 0,9861 0,9136
KarayollariK 0,1125 0,1213 0,015 0,1376 0,0536  0,1275 0,0443 0,0463 0,0689  0,0390 kkkk 0,9694 0,9565 0,9562 0,9163 0,9246
Armutlu 0,1243 0,1205 0,0975  0,1743 0,0608  0,1263 0,0593 0,0778 0,0636  0,0644 0,0311 Fkkx 0,9628 0,9352 0,9039 0,9214
Kapakli Cev. 0,1264 0,0922 0,0674 0,1751 0,0761  0,1128 0,0588 0,0701  0,0523  0,0620 0,0445 0,0379 falaiaiaied 0,9651 0,9013 0,9196
Kapakli 0,0822 0,0730  0,0607  0,1249 0,0516  0,0992 0,0414 0,0580 0,0665 0,0635 0,0448 0,0670 0,0355 wkk 0,9227 0,9441
Giindogdu 0,1255 0,0853 0,028  0,1899 0,0429  0,1558 0,0333 0,1116 0,1465 0,0140 0,0875 0,1010 0,1039 0,0804 kkkk 0,9180
Kumyaka 0,1129 0,0740  0,0520  0,1621 0,0691  0,1146 0,0885 0,051  0,0941  0,0904 0,0784 0,0819 0,0838 0,0575 0,0856 Fkkx
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4.4. ISSR Calismasi Analiz Sonuclar: ve Polimorfik Bolgelerin Degerlendirilmesi

Verbascum bomyciferum Boiss. tiiriiniin 82 6rnegi, bireyler arasinda incelenediginde
Karayollar1 Kamp1 Cevresi 5 ve Aglasan 6 yakinlik gosterirken, Fistiklt 3 ve Narli 1
bireylerinin de genotipsel olarak en yakin mesafeyi korudugu ortaya koyulmustur. Bu
sonu¢ cografi konumu desteklemekle birlikte Sekil 4.2’deki dendrogramda
gozlenmektedir. Giindogdu bolgesinden toplanan Giindogdu 2’nin ise diger bireylere en

uzak genetik kimlige sahip oldugu bulunmustur.

Verbascum bomyciferum Boiss. tiiriine ait popiilasyonlar Orhaneli Baraj Cevresi, Misi,
Cali-Atlas, Diskaya, Aglasan, Kumla, Haydariye, Narli, Narli Cevresi, Fistikli,
Karayollar1 Kamp1 Cevresi, Armutlu, Kapakli Cevresi, Giindogdu ve Kumyaka-
Mudanya lokasyonlarindan toplanmistir (bkz. Cizelge 3.1). Nei 1978 tarafsiz sonuglara
gore genetik kimlik 6l¢iimii en fazla 0,9861 ile Fistikli ve Giindogdu popiilasyonlarinda
goriilmistir. En az genetik kimlik o6l¢timii ise 0,8270 (Nei 1978) ile Giindogdu ve
Digkaya popiilasyonlar1 arasinda oldugu belirlenmistir. Sonuglar Sekil 4.4’te verilen

dendrogramda detayli olarak gézlenmistir.

Popiilasyon diizeyinde Kapakli Cevresi ve Kapakli 0,9651 genetik kimlik degeri ile
kendi i¢inde benzerlik gosterirken, Armutlu ve Karayollart Kamp1 Cevresi de 0,9694
genetik kimlik diizeyi ile cografi konumdaki yakinligiyla ortlismiistiir. Misi ve Cali-
Atlas bolgesi de 0,9769 degeri ile popiilasyonlar arast benzerliginde ikinci sirada yer
alarak cografi konumunu dogrulamistir. Diskaya popililasyonunun ana kiimeden
ayrilarak, genetik olarak diger popiilasyonlara daha uzak oldugu goézlenmistir. Bu
sonug, dendrogramda gozlenmesiyle birlikte PCA (Principal Component Analysis)

haritasinda da dogrulanmistir (Sekil 4.6).
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Sekil 4.2. Verbascum bomyciferum Boiss. bireylerine ait UPGMA metodu ile gizilen
bireyler aras1 dendrogram

22



NM‘CW ¢

Ay

Fistigp> \
NarliCevl

Y.apekl

Amutied
g
o

B
7 w0
o %@gﬁ"

<

P
S~ q§

faut
s
-
<

g-m;ﬂw?g&é
5‘\&‘ >
o,
&

30

Gundogdu2

OrhanelBl

OrhaneliB3
Othanelin)
Otbdmm

0“"!11%-56
iy
Oy, "3}@1

s

oy,

G,
Y %
. f@% y
%
QQ/ ol

97

Sekil 4.3. Verbascum bomyciferum Boiss. bireylerine ait UPGMA metodu ile ¢izilen
bireyler aras1 dendrogram radyal dagilimi
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Sekil 4.4. Verbascum bomyciferum Boiss. popiilasyonlarina ait UPGMA metodu ile
cizilen popiilasyonlar aras1 dendrogram
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Sekil 4.5. Verbascum bomyciferum Boiss. popiilasyonlarina ait UPGMA metodu ile
c¢izilen popiilasyonlar aras1 dendrogram radyal dagilimi
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Polimorfik alellerin yilizdesi (PBB%), gozlenen alel numarasi (Na), alel efektiflik
numarast (Ne), Nei’ ye gore genetik ¢esitlilik (H), Shannon bilgi indeksi (I), toplam
genetik cesitlilik (Ht), popiilasyonlar arasi genetik cesitlilik (Hs), Nei’ ye gore
popiilasyonlar arasindaki genetik farklilasma indeksi (Gst), popiilasyonlar arasindaki
tahmini gen akisi (Nm) Popgen32 programu ile tespit edilmistir. Bu sonuglara ait genel

durum Cizelge 4.5 ve Cizelge 4.6’da verilmistir.

Cizelge 4.5. Verbascum bomyciferum Boiss.’e ait popiilasyon i¢i genetik ¢esitlilik ve
popiilasyonlar aras1 genetik farklilasma parametreleri

Popiilasyon Na Ne H I Polimorfik PPB%
Adi Bant Sayisi

OrhaneliB 16744 14494 0,2569 0,3789 58 67,44
Misi 15814 1,3493 0,2049 0,3075 50 58,14
Cali-Atlas 15698 1,3428 0,2036 0,3058 49 56,98
Digkaya 14651 1,3151 0,1810 0,2669 40 46,51
Aglasan 1,6628 1,3520 0,2146 0,3285 57 66,28
Kumla 14535 1,2771 0,1611 0,2410 39 45,35
Haydariye 14767 1,2877 0,1704  0,2559 41 47,67
Narl 1,6860 1,4110 0,2348 0,3512 59 68,60
Narli Cevresi 15000 1,3028 0,1763 0,2639 43 50,00
Fistiklt 1,4767 1,2295 0,1457 0,2270 41 47,67
KarayollanK 16512  1,4204 0,2399 0,3557 56 65,12
Armutlu 1,6047 13739 0,2184 0,3262 52 60,47
Kapakh Cev. 15930 1,3876 0,2221 0,3289 51 59,30
Kapakli 1,7209  1,4050 0,2378 0,3604 62 72,09
Giindigdu 15698 11,2509 0,1638 0,2592 49 56,98
Kumyaka 16279  1,3462 0,2081 0,3169 54 62,79
Ortalama 15821 1,3438 0,2025 0,3046 50,06 58,21
Popiilasyon 2,000 1,4650 0,2881 0,4480 86 100
Diizeyi

Her popiilasyonun kendi bireyleri icinde genetik parametreleri incelendiginde
polimorfik bant yiizdesi % 45,35 ile % 72,09 arasinda degistigi ve ortalama polimorfik
bant yiizdesinin % 58,21 oldugu tespit edilmistir. Kapakli popiilasyonu 62 adet
polimorfik bant ile en yiiksek polimorfik bant yiizdesine sahip olmustur. Yiiksek
genetik varyasyon gosteren Verbascum bomyciferum Boiss. i¢in popiilasyonlar arasi Na,
Ne, H ve I sonuglar1 sirasiyla 2,000, 1,4650, 0,2881 ve 0,4480 bulunmustur (Cizelge
4.5). 16 popiilasyonun popiilasyonlar arasi polimorfizmi % 100 olarak Popgen32

programi tarafindan hesaplanmaistir.
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Verbascum bomyciferum Boiss.’e ait popiilasyon i¢i gozlenen alel numarasi (Na) 1,7209
ile 1,4535 arasinda ve ortalamasi1 1,5821 olarak belirlenmistir. Alel efektivite numarasi
(Ne) 1,2295 ile 1,4494 ve ortalamas1 1,3438°dir. Nei’ye gore genetik ¢esitlilik (H) en az
Fistikl1 0,1457 ve en fazla 0,2399 degeri ile Karayollar1 Kamp1 Cevresi’nde goriilmiis
olup ortalamalar1 0,2025°tir. Shannon bilgi indeksi (I) 0,3789 ve 0,2270 arasindadir ve
ortalamasi 0,3046 olarak belirlenmistir. % 45,35 ile Kumla popiilasyonu popiilasyonlar
arasi en diisiik genetik varyasyonu gosterirken, Kapakli ve Narli popiilasyonlar1 %72,09

ile % 68,60 en yiiksek genetik cesitliligi gdstermistir.

Cizelge 4.6. Verbascum bomyciferum Boiss.’e ait toplam genetik ¢esitlilik ve toplam
genetik farklilasma degerleri

Popiilasyon Ht Hs Gst Nm
Diizeyi

Toplam 0,2880 0,2025 0,2970 1,1833
Degerler

Toplam genetik ¢esitlilik (Ht) ve popiilasyonlar aras1 genetik ¢esitlilik (Hs) sirasiyla,
0,2880 ve 0,2025 bulunmustur. Nei’ ye gore popiilasyonlar arasindaki genetik
farklilasma indeksi (Gst) 0,2970 olarak belirlenirken, popiilasyonlar arasindaki tahmini

gen akis1 (Nm) 1,1833 degerinde tespit edilmistir (Cizelge 4.6).
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. popiilasyonlar1 arasinda PCA (Principal Component Analysis) gosterimi
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5. SONUC

Yapilan arastirmada Marmara Bolgesi’ndeki ¢esitli alanlardan toplanan 82 adet
Verbascum bombyciferum Boiss. bireyi ve bunlardan olusan 16 popiilasyon molekiiler
markor tekniklerinden ISSR kullanilarak karakterize edilmistir. Orhaneli Baraj Cevresi,
Misi, Cali-Atlas, Digkaya, Aglasan, Kumla, Haydariye, Narli, Narli Cevresi, Fistikli,
Karayollar1 Kamp1 Cevresi, Armutlu, Kapakli Cevresi, Giindogdu ve Kumyaka-
Mudanya lokasyonlarindan Verbascum bombyciferum Boiss. yaprak ornekleri
alimmustir. Yapraklardan elde edilen DNA’lar jel elektroforezinde yiiriitiildiikten sonra
elde edilen bantlar 1 ve 0 olarak skorlanmistir. Skorlama sonrasinda bireyler ve
popiilasyonlar arasi genetik mesafeler belirlenerek genetik ¢esitlikleri saptanmistir. Elde
edilen genetik mesafe matrisinden yararlanilarak bireyler ve popiilasyonlar igin

dendrogramlar olusturulmustur.

82 adet Verbascum bombyciferum Boiss. bireyinin olusturdugu dendrogram
incelendiginde, Aglasan 6 ve Karayollart Kamp1 Cevresi 5’in en yakin genetik
mesafede oldugu saptanmistir. Fistikli 3 ve Narli 1 bireyleri de kendi arasinda ayni
yakinlhig1 gostermistir. Genotipsel olarak en uzak mesafede Giindogdu 2 bireyi tespit

edilmistir.

Popiilasyona ait dendrograma bakildiginda Aglasan, Haydariye, Fistikli ve Giindogdu
birinci grup, Orhaneli Baraj Cevresi, Misi, Cali-Atlas ve Kumyaka ikinci grup, Narli,
Narli Cevresi, Karayollar1 Kampt Cevresi, Armutlu, Kapakli Cevresi ve Kapakli
popiilasyonlart T{igiincii grup olarak belirlenmis ve bu popiilasyonlarin Kumla
bolgesinden yayilis gosterdigi sonucuna varilmistir. Cografik olarak en uzak olan
popiilasyon Digkaya olup, genotipsel olarak da dendrogram iizerinde dogrulanmustir.
Fistikli ve Giindogdu popiilasyonlarinin en yakin genotipte oldugu gozlenmistir.
Aglasan bolgesi cografik olarak Diskaya bdlgesine yakin olmasina ragmen, genotipik
olarak Haydariye, Fistikli ve Giindogdu popiilasyonlar: ile daha fazla yakin mesafede

yer almistir.
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Nei’ye gore genetik cesitlilik (H) degeri en yiiksek Orhaneli Baraji Cevresi’nde tespit
edilmistir. Bu deger heterozigotlugun en yiiksek oldugu yer olup Verbascum
bombyciferum Boiss. tiiriiniin Orhaneli Baraji Cevresi’nden orjinlendigini diisiinmemize

sebep olmustur.

Atasal harita belirlemek ve genetik varyasyonu tespit etmek icin sik¢a kullanilan ISSR
yontemi, Verbascum bombyciferum Boiss. tiirii ile yapilan bu ¢alismada da bireyler ve
popiilasyonlara ait genetik ¢esitlilik hakkinda detayli bilgi vermistir. 13 ISSR primeri
belirlenerek kullanilan programda uygulanan UPGMA metodu (Agirlikli olmayan ¢ift
grup yontemi) dizi ¢iftlerinin en benzer mesafe matrisine dayanip aritmetik ortalamay1

tespit ederek dendrogram c¢izilmesine kolaylik saglamistir.

Calismada kullanilan ISSR (Inter-Simple Sequence Repeat) yontemi Verbascum
bombyciferum Boiss. tiirii i¢in yapilan ilk genetik analiz olmustur. Molekiiler markor
tekniklerinden olan ISSR yOnteminin, Verbascum’un bir ¢ok degisik tiiriinde genetik
cesitlilik ortaya ¢ikarma calismalarinda da basariyla kullanilabilecegi tespit edilmistir.
Bu ¢aligma ile son zamanlarda daha seyrek rastlanan Verbascum bombyciferum Boiss.
tirlinlin neslini ¢ogaltmak icin yapilacak 1slah programlarina katkida bulunacagi
diistiniilmiistiir. Bu calismanin halk arasinda bazi tedavi yontemlerinde uygulanan
Verbascum bombyciferum Boiss. ile ilgili yapilmasi muhtemel gen ekspresyon analizleri

icin temel calisma olacagi 6n goriilmiistiir.
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EKLER

EK 1 Verbascum bombyciferum Boiss. tiiriine ait genetik gesitlilik parametreleri

EK 2  Verbascum bombyciferum Boiss. tiiriine ait genetik farklilik parametreleri
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EKLER

EK 1: Verbascum bombyciferum Boiss. tiiriine ait genetik ¢esitlilik parametreleri

Alel Ornek na* ne* h* I*

Sayisi
1 82 2.0000 1.6397 0.3901 0.5788

2 82 2.0000 1.9908 0.4977 0.6908
3 82 2.0000 1.3009 0.2313 0.3929
4 82 2.0000 1.9958 0.4989 0.6921
5 82 2.0000 1.9741 0.4934 0.6866
6 82 2.0000 1.1098 0.0990 0.2050
7 82 2.0000 1.8804 0.4682 0.6610
8 82 2.0000 1.1452 0.1268 0.2485

9 82 2.0000 1.7263 0.4207 0.6116
10 82 2.0000 1.9993 0.4998 0.6930
11 82 2.0000 1.5552 0.3570 0.5424
12 82 2.0000 19773 0.4943 0.6874
13 82 2.0000 1.7605 0.4320 0.6235
14 82 2.0000 1.8449 0.4580 0.6505
15 82 2.0000 1.5618 0.3597 0.5454
16 82 20000 1.2116 0.1747 0.3177
17 82 2.0000 1.0573 0.0542 0.1273
18 82 2.0000 1.5036 0.3349 0.5175
19 82 2.0000 1.7266 0.4208 0.6117
20 82 2.0000 1.3929 0.2821 0.4558
21 82 2.0000 1.1555 0.1346 0.2602
22 82 2.0000 13276 0.2468 0.4125
23 82 20000 1.7570 0.4309 0.6223
24 82 2.0000 1.0525 0.0499 0.1190
25 82 2.0000 11274 0.1130 0.2273
26 82 2.0000 1.3204 0.2427 0.4073
27 82 2.0000 1.0708 0.0661 0.1492
28 82 2.0000 1.1568 0.1356 0.2617
29 82 2.0000 1.3547 0.2618 0.4312
30 82 2.0000 1.0418 0.0401 0.0998
31 82 2.0000 1.1437 0.1256 0.2468
32 82 2.0000 1.2352 0.1904 0.3392
33 82 2.0000 1.8582 0.4619 0.6545
34 82 2.0000 1.2144 0.1766 0.3204
35 82 2.0000 1.1399 0.1227 0.2423
36 82 2.0000 1.3082 0.2356 0.3984
37 82 2.0000 1.0260 0.0253 0.0686
38 82 2.0000 1.0826 0.0763 0.1671
39 82 2.0000 1.2083 0.1724 0.3146
40 82 2.0000 1.1007 0.0915 0.1927
41 82 20000 1.1751 0.1490 0.2814
42 82 2.0000 1.7210 0.4189 0.6097



43 82 20000 1.4552 0.3128 0.4921

44 82 20000 1.1171 0.1049 0.2144
45 82 20000 1.2063 0.1710 0.3127
46 82 20000 1.1166 0.1044 0.2137
47 82 20000 1.1951 0.1632 0.3017
48 82 2.0000 1.0832 0.0768 0.1679
49 82 2.0000 1.6824 0.4056 0.5955
50 82 2.0000 1.9475 0.4865 0.6796
51 82 2.0000 1.5203 0.3422 0.5258
52 82 2.0000 1.8357 0.4553 0.6477
53 82 2.0000 1.4807 0.3246 0.5058
54 82 20000 1.7318 0.4226 0.6136
55 82 2.0000 1.9861 0.4965 0.6896
56 82 2.0000 1.9852 0.4963 0.6894
57 82 2.0000 1.9456 0.4860 0.6791
58 82 2.0000 1.1892 0.1591 0.2959
59 82 20000 1.4771 0.3230 0.5038
60 82 2.0000 1.4145 0.2930 0.4688
61 82 2.0000 1.7955 0.4431 0.6351
62 82 2.0000 1.5488 0.3543 0.5394
63 82 20000 1.3515 0.2601 0.4290
64 82 2.0000 1.0819 0.0757 0.1660
65 82 2.0000 1.9459 0.4861 0.6792
66 82 2.0000 1.4399 0.3055 0.4836
67 82 2.0000 1.8362 0.4554 0.6478
68 82 2.0000 1.4306 0.3010 0.4782
69 82 2.0000 1.2886 0.2239 0.3835
70 82 20000 1.5149 0.3399 0.5232
71 82 2.0000 1.3492 0.2588 0.4275
72 82 2.0000 1.4386 0.3049 0.4828
73 82 20000 1.5312 0.3469 0.5311
74 82 2.0000 1.8461 0.4583 0.6509
75 82 2.0000 1.9850 0.4962 0.6894
76 82 2.0000 1.3652 0.2675 0.4381
77 82 2.0000 1.3929 0.2821 0.4558
78 82 2.0000 1.3246 0.2450 0.4103
79 82 2.0000 1.2427 0.1953 0.3458
80 82 2.0000 1.1878 0.1581 0.2945
81 82 2.0000 1.2667 0.2105 0.3661
82 82 2.0000 1.6730 0.4023 0.5920
83 82 2.0000 1.7909 0.4416 0.6336
84 82 2.0000 1.3690 0.2696 0.4406
85 82 2.0000 1.3947 0.2830 0.4568
86 82 2.0000 1.2929 0.2265 0.3868
Mean 82 2.0000 1.4650 0.2881 0.4480

St. Dev 0.0000 0.3061 0.1439 0.1792

* na = Observed number of alleles

* ne = Effective number of alleles [Kimura and Crow (1964)]
*h = Nei's (1973) gene diversity

* | = Shannon's Information index [Lewontin (1972)]
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EK 2: Verbascum bombyciferum Boiss. tiiriine ait genetik farkhilik parametreleri

Alel Ornek Ht Hs Gst Nm*
sayisl

1 82 0.3968 0.2103 0.4700 0.5638
2 82 0.4996 0.2234 0.5529 0.4044
3 82 0.2452 0.1049 0.5723 0.3736
4 82 0.4975 0.3127 0.3715 0.8460
5 82 0.4948 0.4094 0.1726 2.3970
6

7

8

9

82 0.1015 0.0928 0.0862 5.3033
82 0.4674 0.3478 0.2559 1.4539
82 0.1302 0.1100 0.1550 2.7260
82 0.4166 0.3131 0.2485 1.5122

10 82 0.4998 0.2368 0.5262 0.4503
11 82 0.3490 0.2422 0.3061 1.1334
12 82 0.4986 0.1015 0.7964 0.1278
13 82 04474 0.3201 0.2845 1.2575
14 82 0.4644 0.3536 0.2386 1.5957
15 82 0.3573 0.2360 0.3394 0.9733
16 82 0.1715 0.1466 0.1452 2.9431
17 82 0.0486 0.0377 0.2239 1.7328
18 82 0.3317 0.2602 0.2158 1.8172
19 82 0.4194 0.3525 0.1596 2.6333
20 82 0.3080 0.1447 0.5302 0.4431
21 82 0.1223 0.0900 0.2637 1.3961
22 82 0.2456 0.1981 0.1934 2.0854
23 82 04286 0.2502 0.4163 0.7010
24 82 0.0455 0.0421 0.0734 6.3086
25 82 0.1145 0.0759 0.3370 0.9836
26 82 0.2508 0.1873 0.2532 1.4745
27 82 0.0589 0.0476 0.1907 2.1221
28 82 0.1458 0.1303 0.1063 4.2017
29 82 0.2676 0.2059 0.2307 1.6677
30 82 0.0498 0.0406 0.1858 2.1912
31 82 0.1298 0.1117 0.1396 3.0822
32 82 0.1833 0.1470 0.1978 2.0280
33 82 0.4678 0.3348 0.2842 1.2590
34 82 0.1592 0.1309 0.1778 2.3124
35 82 0.1175 0.1071 0.0879 5.1882
36 82 0.2350 0.1938 0.1756 2.3471
37 82 0.0238 0.0217 0.0862 5.2986
38 82 0.0856 0.0749 0.1248 3.5073
39 82 0.1923 0.1658 0.1378 3.1293
40 82 0.1032 0.0796 0.2289 1.6846
41 82 0.1485 0.1293 0.1293 3.3657
42 82 0.4065 0.2603 0.3597 0.8900
43 82 0.3345 0.2648 0.2083 1.9000
44 82 0.1218 0.0947 0.2231 1.7413
45 82 0.1580 0.1205 0.2372 1.6084
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46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86

Mean
St. Dev

* Nm = estimate of gene flow from Gst or Gcs. E.g., Nm = 0.5(1 - Gst)/Gst;

82
82
82
82
82
82
82
82
82
82
82
82
82
82
82
82
82
82
82
82
82
82
82
82
82
82
82
82
82
82
82
82
82
82
82
82
82
82
82
82
82

0.0925
0.1470
0.0724
0.3842
0.4818
0.3529
0.4542
0.3196
0.4169
0.4969
0.4945
0.4884
0.1507
0.3072
0.2758
0.4434
0.3420
0.2545
0.0741
0.4809
0.3033
0.4622
0.3007
0.2236
0.3314
0.2411
0.3106
0.3596
0.4480
0.4900
0.2527
0.2834
0.2404
0.1942
0.1558
0.2229
0.4133
0.4515
0.2976
0.2911
0.2246

82 0.2880

0.0208

0.0763
0.1242
0.0623
0.2572
0.3048
0.2276
0.3263
0.2503
0.3460
0.4112
0.3978
0.3038
0.1349
0.1763
0.2119
0.3847
0.2597
0.1977
0.0658
0.3345
0.2293
0.1979
0.2382
0.1801
0.2938
0.1927
0.1791
0.2085
0.2650
0.2663
0.1806
0.2460
0.2208
0.1699
0.1163
0.1841
0.2872
0.3285
0.1841
0.1526
0.1767

0.1748
0.1551
0.1392
0.3306
0.3673
0.3550
0.2815
0.2170
0.1701
0.1725
0.1955
0.3780
0.1052
0.4262
0.2319
0.1324
0.2407
0.2234
0.1114
0.3044
0.2438
0.5719
0.2079
0.1944
0.1135
0.2008
0.4233
0.4202
0.4086
0.4565
0.2853
0.1318
0.0815
0.1254
0.2537
0.1741
0.3052
0.2724
0.3814
0.4757
0.2134

0.2025 0.2970

0.0094

2.3607
2.7239
3.0919
1.0126
0.8612
0.9083
1.2759
1.8045
2.4393
2.3980
2.0571
0.8228
4.2527
0.6731
1.6565
3.2762
1.5769
1.7377
3.9886
1.1428
1.5506
0.3743
1.9051
2.0724
3.9059
1.9906
0.6813
0.6900
0.7236
0.5954
1.2523
3.2948
5.6312
3.4885
1.4710
2.3725
1.1381
1.3357
0.8108
0.5511
1.8434

1.1833

See McDermott and McDonald, Ann. Rev. Phytopathol. 31:353-373 (1993).

The number of polymorphic loci is

. 86

The percentage of polymorphic loci is : 100.00
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