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OZET

ORDU VE GIRESUN IiLLERINDE YAYILIS GOSTEREN SICYOS
TURLERININ NUKLEAR RIBOZOMAL DNA ITS POLIMORFiZMi

Berna Nur YESILTAS
Ordu Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Bitki Koruma Anabilim Dal1, 2018
Yiksek Lisans Tezi, 40s.
Danisman: Prof. Dr. Onur KOLOREN

Dogu Karadeniz Bolgesi’nde genis yayilma alanina sahip Sicyos spp. bahgelerde, bos
alanlarda ve yol kenarlarinda goriilen 6nemli yabanci ot tiirlerinden biridir. Bitki
sarilict ve tirmanici yapist ile bulundugu ortama kolayca adapte olan ve diger
bitkilerle rekabete girerek onlar1 baski altina alan istilaci bir tiirdiir.

Bu c¢alismada Ordu ve Giresun illerinin farkli noktalarindan alinan otuz Sicyos

spp.’nin populasyon drnekleri ribozomal DNA (rDNA) Internal Transcribed Spacer
(ITS) gen bolgeleri kullanilarak molekiiler filogenisi belirlenmistir. Analizler
Neighbour-Joining (NJ), Maximum-Parsimony (MP) ve Maximum-Likelihood (ML)
algoritmas1 kullanilarak yapilmigtir. Elde edilen sonuclara gore, iki haplotip
bulunmustur. Haplotip-1 ve Haplotip-2’nin sirasiyla S. davilae Rodr.-Arév. & Lira
ve S. angulatus L. ile % 100 oraninda benzerlik gosterdigi belirlenmistir. Dokuz
ornek ile Haplotip-1 arasinda sirasiyla % 68 ve % 74 (NJ/MP) oraninda filogenetik
iliski saptanmistir. Alt1 6rnek ile Haplotip-2 arasinda ise sirasiyla % 69, % 80 ve %
70 (NJ/MP/ML) oraninda benzerlik bulunmustur. S. davilae Rodr.-Arév. & Lira
tilkemiz florasi i¢in yeni bir tiirdiir.

Anahtar Kelimeler: Sicyos spp., ITS (Internal Transcribed
Spacer), Molekiiler filogeni, istilac1 yabanci ot



ABSTRACT

NUCLEAR RIBOSOMAL DNA ITS POLYMORPHISM OF SICYOS
SPECIES IN ORDU AND GIRESUN

Berna Nur YESILTAS
University of Ordu
Institute for Graduate Studies in Science and Technology
Department of Plant Protection, 2018
MSc. Thesis 40p
Supervisor: Prof. Dr. Onur KOLOREN

Sicyos spp., is one of the important weed species in gardens, empty spaces and
roadside in the Eastern Black Sea Region. The plant is an invasive species that is
easily adapted to its environment with its clinging and climber structure and which
compete with other plants and suppress on them.

In this study, population samples of thirty Sicyos spp. collected from different
locations of Ordu and Giresun provinces were determined to be genetic diversity by
using ribosomal DNA (rDNA) Internal Transcribed Spacer (ITS) gene regions.
Analyzes were performed by using Neighbour-Joining (NJ), Maximum-Parsimony
(MP) and Maximum-Likelihood (ML) algorithm. According to the results, two
haplotypes were found. Haplotype-1 and Haplotype-2 were similar 100% S. davilae
Rodr.-Arév. & Lira and S. angulatus L., respectively. A phylogenetic relationship
was found 68% and 74% (NJ / MP) between the nine samples and Haplotype-1,
respectively. Haplotip-2 was similar to six samples at the rate 69%, 80%, 70% (NJ /
MP / ML), respectively for phylogenetic relationship. S. davilae Rodr.-Arév. & Lira
IS a new species for our country flora.

Key words: Sicyos spp., ITS (Internal Transcribed Spacer), Molecular phylogeny,
Invasive weed
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SIMGELER ve KISALTMALAR

°C . Santigrant derece

ng . Mikrogram

ul . Mikrolitre

AFLP : Cogaltilmis par¢a uzunluk polimorfizmi
bp . Bazgifti

cm . Santimetre

cpDNA : Kiloroplast DNA

CTAB : Hekzadesiltrimetil amonyum bromit
ddH20 : Steril su

dk . Dakika

DNA . Deoksiribo Niikleik asit

dNTP  : Deoksy niikleotide triphosphate
EDTA : Etilendiamintetraasetik asit

PZR . Externaltranscribedspacer

g : Gram

GPS . Kiiresel konumlama sistemi

ISSR . Basit tekrarl diziler aras1 polimorfizm
ITS . Internal transcribed spacer

Kb : Kilobit

mg : Miligram

MgCI2 : Magnezyum kloriir

mi . Mililitre

ML : Maximum-likelihood

mm . Milimetre

mM : Milimolar

MP : Maximum-persimony

NFW . Niikleaz free water

ng : Nanogram

NJ . Neighbour-joining

nm : Nanometre

oD . Optik dansite

pH . Potensiyel hidrojen

pmol : Pikomol

PZR . Polimeraz zincir reaksiyonu

RAPD : Rastgele cogaltilmis polimorfik DNA
rDNA : Ribozomal DNA

RFLP : Kesilen par¢a uzunluk polimorfizmi
RNA : Ribo Niikleik asit

rpm . Devir/saniye

rRNA : Ribozomal RNA

SNP . Tek niikleotid polimorfizmi

spp . Tirler

SRAP : Diazi iliskili ¢ogaltilmis polimorfizm
SSR . Basit dizi tekrarlari

Vil



TAE . Trisasetateetilendiamintetraasetik asit
V : Volt



Ek 1.

EKLER LiSTESI

Laboratuvar ¢aligsmalarinda kullanilan ¢ozeltiler ve kimyasallar



1.GIRIS

Tiirkiye, bulundugu konumdan dolayr c¢ok sayida bitki tiirliniin gen merkezi
halindedir. Bitkilerin c¢esitlilikleri bakimindan diinyanin en zengin iilkelerinden
birisidir. Bunun en onemli nedeni ise; farkli iklim tipleri, topografik ¢esitlilikler,
jeolojik ¢esitlilikler, g6l, deniz, akarsu gibi degisik su ortami ¢esitlilikleri, yilikseklik
farkliliklar1 ve ekolojik farkliliklardir (Atalay, 1994; Celik, 2003; Parmaksiz, 2004).
Sicyos angulatus L.bitkisi tilkemizde yeni goriilmesine karsin olduk¢a sik bir
yayllma alanina sahiptir. Sicyos cinsinin de ilavesiyle {ilkemiz florasinda
Cucurbitaceae familyasina ait 4’i dogal (Citrullus Eckl. & Zeyh., Ecballium A.
Rich., Bryonia L., Cucumis L.) ve 5’1 de egzotik (Momordica L., Lagenaria Ser.,
Luffa L., Cucurbita L., Sicyos L.) olmak {izere toplam 9 cins bulunmaktadir (Duman
ve Giiner, 1996). Ulkemizde ham bostan, it dolanbaci isimleri ile bilinmektedir
(Gliner ve ark., 2012). Sicyos cinsinin Amerika ve Avustralya’nin tropik ve iliman
bolgelerinde yayilan yaklasik 15 tiirii bulunmaktadir. Bitki Kuzey Amerika'da yogun
olarak tarim ile ugrasilan ve sulanan alanlarda sorun olusturan ¢ok agresif bir
yabanci ot olarak kabul edilmektedir. Ozellikle musir, soya ve balkabag: gibi yazlik
kiiltiir bitkilerinde sorun olusturan 6nemli yabanci otlar arasinda yer almaktadir
(Messersmith ve ark., 1999, 2000; Shimizu, 1999; Esbenshade ve ark., 2001a;
Kurokawa ve ark., 2009). S. angulatus kiiltiir bitkilerinde sorun olusturan bazi zararl
ve patojenlere konukguluk yapmaktadir (EPPO, 2010). ABD’nin biitiin dogu
eyaletlerinde, Avustralya’da dogal olarak yayilis gosteren bu tiir Kanada’nin dogu
eyaletlerinde, Meksika ve Dogu Asya’da da yayilis1 rapor edilmistir. 20 ylizyilin
basinda Avrupa’ya siis bitkisi olarak getirilmistir (Orman ve Su Isleri Bakanlig
2014).

Istilac1 yabanci ot olan Sicyos spp.’nin Diinya’da oldugu gibi iilkemizde de tespit
edildigi 1996 yilindan itibaren 6zellikle Karadeniz Bolgesi’nde tarla bitkileri, meyve
ve sebze alanlarinda yayilma gdstermekte ve zarar olusturmaktadir (Terzioglu ve
Ansin, 1999, Onen ve ark. 2013). Ulkemize kuzey dogu simirindan girdigi, yatayda
Ordu ili dahil dort ilde yayilis gosterdigi, diiseyde ise 1200 m’nin tizerindeki
rakimlara kadar ulasabildigi saptannmustir (Orman ve Su Isleri Bakanligi, 2014).



Siiflandirma canlilarin, benzerlik ve akrabalik derecelerine gére gruplara ayirmaya
denir. Yabanci otlarin kiiltiir bitkileriyle olan iligkilerini belirleme de, bilgi edinme
de ve fikir yiirtitilmesinde yardimci olmaktadir. Canlilar, cogunlukla dis goriiniisleri
(morfolojik yapilar1) ve ¢evreyle olan iliskileri temel alinarak siniflandirilmaktadir ve
bu tiir siniflandirilmalara Suni ya da Ampirik siniflandirma adi verilmektedir. Diger
bir smiflandirma teknigi ise; canlilarin anatomik, fizyolojik ve koken benzerlikleri,
akrabalik dereceleri géz Oniine alinarak yapilan smiflandirmadir yani Bilimsel
(Dogal ya da Filogenetik) siniflandirmadir. Bu smiflandirma kullanilan temel
ozelliklerden biri de molekiiler teknikler (genetik markdrler) kullanilarak yapilan
siiflandirmadir ve son zamanlarda canlilarin siniflandirilmasinda yaygin olarak

kullanilmaktadir (Hoffmann ve Frodsham, 1993).

Markoér kullanilarak yapilan seleksiyon islemleri bitki 1slahinda karsilasilan sorunlara
¢Oziim bulmak amaciyla gelistirilmistir. Markor kullanilarak yapilan seleksiyon
teknigi, gen transferleri, gen izolasyonlar1 ve klonlama gibi islemlerde
kullanilmaktadir. Bu yontem olduk¢a hizli, ekonomik, dogrudur ve klasik 1slaha

fazlasiyla yardimer olacagr diigiiniilmektedir (Eserkaya ve ark., 2010).

Morfolojik markérler, bitkilerin morfolojik 6zelliklerine bakilarak, bitkilerin kalitsal
yapisini disa yonelten gozle goriilen kismin tiimiine dayali yapilan simiflandirmadir.
Bu smiflandirmada bitkilerin boyu, yaprak boyu, kapsiil eni, kapsiil boyu,
ciceklenme zamani gibi kisimlarin birbirlerine olan oransal, sekilsel ve islevsel

yapilarina bakilarak yapilmaktadir. (Liu, 1998; Ozsensoy ve Kurar, 2012).

Biyoteknoloji glinlimiiziin en iinlii ve yeniliklere agik bilimsel ¢aligmalarinin baginda
gelmektedir. Ozellikle bitki biyoteknolojisinde kullanilan molekiiler markér
teknolojileri cok dnemli bir aractir. Molekiiler markdr demek; genomda herhangi bir
gen bolgesini temsil eden DNA pargast demektir. Polimeraz Zincir Reaksiyonunun
(PZR) bulunmasindan sonra Cogaltilmis Parca Uzunluk Polimorfizm (AFLP), Basit
Dizi Tekrarlar1 (SSR), Dizi Iliskili Cogaltilmis Polimorfizm (SRAP), Tek Niikleotid
Polimorfizmi (SNP) ve Basit Tekrarli Diziler Arasi Polimorfizm (ISSR) gibi ¢ok
fazla sayida molekiiler markdr teknikleri bulunmustur. Bu markdr teknikleri; soy
agaci ¢alismalari, yeni gen kesifleri, genetik ¢esitlilik arastirmalar gibi ¢aligsmalarda

yaygin olarak kullanilmaktadir (Filiz ve Kog, 2011).



DNA barkotlar1 (DNA taksonomi), biyolojik gesitliligin ve tiirlerin belirlenmesinde
standart DNA bolgelerinin kullanilmasina dayali yeni ve yararli bir yontem olarak
ortaya ¢ikmaktadir. Ozellikle taksonomik agidan problemli tiirlerin aydinlatiimasi
icin bitki barkot calismalarmin iilkemiz i¢in ne kadar onemli oldugu da ortaya

¢ikmaktadir (Filiz ve Kog, 2012).

Calismanin amaci, Dogu Karadeniz Bolgesi Ordu ve Giresun illerinden toplanan
Sicyos tiirlerinin PZR teknigi kullanilarak ITS primerleri yardimiyla molekiiler

filogenisinin belirlenmesidir.



2. ONCEKI CALISMALAR

Mann ve ark., (1981) S. angulatus tohumlarinin mekanik olarak zedelenmesi, su
emiliminin ve ¢imlenmenin artmasini arastirmislardir. S. angulatus ¢imlenmesi 15 ila
35°C arasinda degisen sicakliklarda olmakla beraber optimum g¢imlenme 20 ila
30°C’de meydana gelmistir. Ozmotik potansiyelden bagimsiz olarak, bozulmamais S.
angulatus L. tohumlar1 ¢imlenmemistir; Tohumlar -6 barlar da ¢imlendirilmistir. 18
hafta boyunca 4°C'de soguk hava deposunda bekletilmistir. Ekim, sirasiyla 15 ve
16cm’lik derinliklerde olmustur. Calisma sonuglarina gore sinirlt sayida ¢gimlenme ve

biiyiime gozlemlenmistir.

Hulina ve ark., (1996) Kuzey Amerika'da, Sicyos spp.’nin it siralarinda, ¢aliliklarda
ve corak arazilerinde zengin aliivyal topraklarda yayginligin1 belirlemek {izere
calisma yapmuslardir. 19. yiizyilda S. angulatus Avrupa'da siis amaciyla tanitilmistir.
Bir noktada kiiltiirden c¢ikarilmis ve kontrolsiizce yayilmasi engellenememistir.
Kabakgil bitkilerinde yabanci ot, daha sonra aniz tarlalarinin kenarindaki yonca
ekinlerinde fark edilmistir. Hirvatistan'daki S. angulatus'un dagilmasinin ve

hareketinin yakindan izlenmesi, zarar1 6nlemek i¢in 6nemli oldugu tavsiye edilmistir.

Jobs ve ark., (1998) farkli cinslere ait yirmi alti tiiriin filogenetik iligkilerini
Cucurbitaceae familyasi dizilerden tahmin edilmistir. Tiim ITS bolgeleri PCR teknigi
ile amplifiye edilmistir. Filogenetik iligskiler bazi tiirlerin ITS dizilerinden
anlasilmakta ve morfolojik verilerle uyumludur. Sonug olarak Yeni Diinya tiirlerinin
bir polifrotik kokeni dikkate alinmalidir. Cucurbita cinsinden farkli bir tiirdeki ITS
dizilerinin "tlirleri" vardir ve yiiksek introgresyon sikligi nedeniyle poliploidizasyon

olaylarindan dolay1 diisiik intraspesifik degiskenlik tespit edilmistir.

Terzioglu ve ark., (1999) Dogu Karadeniz Bolgesi’nden (A8 Artvin: Borgka) ilk kez
tanimlanan S. angulatus, A7 Trabzon: Yomra, A8 Trabzon: Arakli, Of ve Caykara
yorelerinde de saptanmislardir. Ayrica yapilan Morfolojik 6lgiimlere gore genis bir
betimi yapilmistir. Diger yandan S. angulatus cinsinin de ilavesiyle degistirilen
Cucurbitaceae familyasinin cins tamtim anahtar1 Ingilizce olarak yeniden

diizenlenmistir.



Shimizu, (1999) S. angulatus’un Japonya'da misir mahsullerinde misir verimini 15-
20 bitki / 10 m2'lik bir popiilasyonda% 80 ve 28-50 bitki / 10 m2 ile % 90-98

oraninda azalttigini1 saptamislardir.

Esbenshade ve ark., (2001b) 1998 ve 1999'da Giineydogu Pennsylvania'da toprak
isleme ve soya fasulyesi sira araliginin belirlenmesi, ortaya ¢ikist ve biiylimesi
lizerindeki etkisini incelemek iizere bir calisma yapmislardir. ikinci bir deneyde ise,
S. angulatus  kontrolinde ¢ikis sonrasi soya fasulyesi  herbisitleri
degerlendirmislerdir. Toprak isleme ve sira araligi ¢alismasinda, 38 ila 76 cm sira
araliklarinda, tortullasmamis ve indirgenmis toprak isleme sistemlerinde glifosata
direngli bir soya cesidi ekilmistir. Cikis sonrasi herbisit deneyinde, klorliruron,
glifosat, CGA-277476, tifensiilfiron ve bu herbisitlerin ¢esitli kombinasyonlart,
azaltilmis toprak isleme sisteminde ekilen 38 cm'lik soya fasulyesin de iki farkli ¢ikis
sonrast uygulamasi yapilmistir. Sira araliginin, ortaya ¢ikmasi veya biyokiitle liretimi
tizerinde hicbir etkisi olmamistir. Genel olarak, ¢ogu ¢ikis sonrasi herbisit programi
kontrol altina almis, erken ¢ikis sonrasi ile geg ¢ikis sonrast uygulama zamanlamalar

arasinda fark bulunmamastir.

Rodriguez-Arévalo, (2003) Meksika ve Guatemala eyaletlerinde yapmis oldugu
calismada yeni bir Sicyos tiirii bulmustur. Calismada toplanan Sicyos spp. tiirleri
1400 ila 3800 m yiikseklikteki alanlardan toplanmistir. Yeni bulunan tiiriin adi ise S.
lirae’dir. Bu tiiriin stigma loblarmin sekli, yumurtalik ve meyve bakimindan da S.

galeottii 'a benzediginide belirtmistir.

Rodriguez-Arévalo ve ark., (2004) yiiriitmiis olduklar1 ¢alismada Meksika'da iki yeni
Sicyos tiirii Saptamislardir. Yapmis olduklari taksonomik ¢alismalar sonucunda
Guerrero eyaletinden alman 6rnegin S. cordifolius’a, Oaxaca eyaletinden alinan

ornegin ise, S. bulbosus tiiriine ait oldugunu bildirmislerdir.

Tzonev, (2005) Birkag Avrupa iilkesinde iyi bilinen bir Amerikan tiirii olan S.
angulatus’u Bulgaristan’da ilk kez 2004 yilinda bir ¢alisma esnasinda Belene

(Persina) adasinda bulmustur.

Delmiglio ve Pearson, (2006) S. australis’in Yeni Zelanda’da tek dogal kabakgil
oldugunu ve nesli tiikkenmekte olan bir tiir oldugunu bildirmislerdir. Hiyar mozaik

virlisi (CMV) ve Kabak sar1 mozaik viriisii (ZYMV), dogada bulunan 6nemli



viriislerdir ve Yeni Zelanda'daki yaprak biti vektorleriyle birlikte bulundugunu
bildirmislerdir. Bu ¢alismada, S. australis 'in biiylimesi ve kalan popiilasyonlarinda,
cucurbit viriis hastaliklarinin insidansi iizerinde S. australis enfeksiyonu iizerine
enfeksiyonun etkileri arastirilmistir. CMV izolatlar1 NZ100 ve NZ119 ile yapilan
deneysel enfeksiyonlar, inokiilasyondan 2-3 hafta sonra ortaya ¢ikan ciddi
semptomlara neden olmustur S. australis’in Kabak sar1 mozaik viriisiiniin dogal

konukg¢usu oldugu saptanmistir.

Kill ve ark., (2006) dogal olarak gelistirilen d-Limonenin herbisit aktivitesini, S.
angulatus'un sera ve agik alan yetistiriciligi yapilan yerlerde biyogesitliligini ve zarar
verme oranini belirleme {izerine bir arastirma  yapmuslardir. Test edilen
konsantrasyonlar arasinda, d-Limonenin sera kosullarinda erken yaprak doneminde
uygulamasinin (yaprak asamasi 1.5 ve 3 ile) en fazla etkinlik gosterdigi sonucuna
varilmistir. D-Limonen konsantrasyonu ne kadar yiiksek olursa, sera kosullarindaki
etki o kadar iyi oldugu, acik alanlarda 2, 3 ve 5 yaprakli donemde yapraklarda d-
Limonen konsantrasyonlar1 ne kadar yliksek olursa, ayiklama etkisi o kadar yiiksek
oldugu goriilmiistiir. Dikkate deger etki, 6zellikle d-Limonen ile bulunan bitkilerde
az bulunurken d-Limonen'de fazla bulunmustur. D1s tedavi etkisi altinda d-Limonen
ile tedavi edilen S. angulatus'un 15 yaprak asamasi durumunda etkisi diisiik
olmustur. D-Limonenin agik alan da sera kosullarina gore aritma etkisi daha fazla
oldugu belirlenmistir. 5 yaprak asamasi ile S. angulatus’ui kontrol edebilen d-

Limonenin tavsiye edilebilecegi sonucuna varilmistir.

Kogyan ve ark., (2007) 800 tiir icerinde bulunan 130 cinsin kabakgiller arasinda
ekonomik olarak en 6nemlileri oldugunu saptamiglardir. Daha sonra iki gen, bir
intron ve iki aralayicidan kloroplast DNA sekanslarina dayanan filogenileri
saptanmistir. Molekiiler veriler geleneksel alt aileleri Cucurbitaceae'yi (111 cins)
zayif bir sekilde desteklemistir. Sonug¢ olarak elde edilen veriler dahilinde c¢igek
karakterleri, Ozellikle serbest stil sayisi, filament flizyonlar1 ve anterler, tendril tipi,
ve polen biiyikligi, eksin ve delik sayisi kloroplast filogenisi ile iyi korelasyon
gosterirken, ayn1 zamanda petal ve meyve karakterleri karyotip, ¢ok sayida evrimsel

esneklik sergilemistir.



Lee ve ark., (2007) Amaranthus spinosus L. ve S. angulatus gibi zarar1 yiiksek
egzotik yabanci otlarin bazi herbisitlere karsi tepkisini ortaya ¢ikarmak amaciyla
calisma yapmuslardir. S. angulatus esas olarak suyollarinda, ahirda ve anon ekili
arazilerde meydana geldigi saptanmistir. Bu yabanci otlar ekilebilir arazilerde
Linuron (WP) ve Simazin (WP) ile etkili bir sekilde kontrol edilmis ve ekilmemis
arazilerde diklobenil, imazaquin GR, dicamba SL, mecoprop SL, glifosat SL ve
glufosinat amonyum SL ile kontrol edilmistir. Yine ayni ¢alismada A. spinosus,
Dicamba (SL), Mecoprop (SL) ve Pendimethalin (EC) Mecoprop (SL)' nin
kombinasyonu ile daha etkin bir sekilde kontrol edildigi ve optimum uygulama stiresi

Haziran ay1 ortasindan Temmuz ortasina kadar oldugu bildirmislerdir.

Moon ve ark., (2008) bos alanlarda S. angulatus baskinligmnin yabanci otlarin
degisimi tizerindeki etkisini ve dagilimimi incelemislerdir. Haziran basinda ve
Agustos sonunda yapilan arastirmada S. angulatus’un meydana geldigi toplam
sahalar arasinda yiizde elli iki oran, nehir kenar1 boyunca biiyiik dlglide dagilmis ve
dinlenme habitatlar1 sirasiyla tepelerde, yol kenarlarinda, acik alanlarda ve ekili

alanlarda % 17, % 13, % 9 ve % 9'luk bir olusum oran1 gosterdigi tespit edilmistir.

Kurakawa ve ark., (2009) istilact bitkileri kontrol etmek ve etkili prosediirlerin
gelistirilmesi icin, bitki genetik c¢esitliliginin anlagilmasinin 6nemli olabilecegi
yayllma mekanizmalarii 6grenmek gerektigini dile getirmislerdir. S. angulatus,
Japonya'daki yem bitkileri ve dogal bitki ortiisii arasinda yetisen yaygin ve istilaci bir
yabanci ot oldugu belirtilmistir. Basit bir sekans tekrari (ISSR) genotiplemesi, S.
angulatus'un Japonya'daki tanitilmis bolgesel genetik varyasyon modellerini
saptamak i¢cin kullanilmistir. Bu arastirmanin amaci, Japonya'daki S. angulatus'un
yayillma dinamiklerini ve yayilma mekanizmasimni degerlendirilmesi olarak
yapilmistir. Dort adet ISSR primeri ile 15 giivenilir bant elde edilmis ve bunlarin
12'si orta ve kuzeydogu Japonya'da alti alan arasinda polimorfik oldugu
belirlenmistir. Bu sonuglar, ayn1 gen havuzlarindan Japonya'nin hem orta hem de

kuzey dogu bolgelerine ¢oklu girisler oldugu sonucuna varilmistir.

Schaefer ve ark., (2009) 115 tiiriin 114G ve 960 tiirin ylizde 25'i igin bir multigen
filogenisi kullanarak, en ekonomik Oneme sahip bitkilerin ailelerinden biri olan

Kabakgilleri ¢alismiglardir. Diinya capindaki ornekleme i¢in, 30 herbaryumdan



ornekler kullanilarak gerceklestirilmistir. Calismadan ¢ikan sonuglar, orneklerin

Asya kokenli Kabakgiller oldugunu saptamislardir.

Ali ve ark., (2010) Niikleer ribozomal (ITS) poliformizmi yontemi kullanilarak,
filogenetik iligkileri degerlendirmek tizere Cucurbitaceae familyasina ait 18 alt tiirti
analiz etmislerdir. Elde edilen verilere gore Benincasa, Coccinia, Cucumis,
Diplocyclos, Lagenaria ve Solena, arasinda % 78 oraninda benzer bulunmustur. Bu
gruplardan Benincasa, Cucumis tiirleri arasinda ise % 80 arasinda benzerlik
saptanmustir. Lagenaria, Diplocyclos-Coccinia-Solena alt gruplar1 arasinda ise % 78
benzer oldugu, Trichosanthes ve Luffa, arasinda % 93 benzerlik oldugu bulunmustur.
Sonug olarak g¢alismada yer alan Benincaseae ve Joliffeae tiirlerinin birbirinden

farkli olduguna ulagsmislardir.

Eserkaya ve ark., (2010) gore gelecekte artmasi beklenilen niifusun temel besin
ihtiyac1 da artacagi i¢in, bu ihtiyaclar1 karsilamada yeterli olmak i¢in iiretimin
arttirllmasi1 gerektigini vurgulamiglardir. Bu sebeple iiretimi arttirmanin en etkili
yolunun bitki 1slah1 oldugu diisiiniilmektedir. Fakat pek cok bitki tiiriinde genetik
cesitlilik daralma gosterdiginden dolayr gerekli tescilli gesitlerin genlerinin kiiltiir
cesitlerine aktarilmasi gerekmektedir. Ancak bu konuda pek c¢ok problemlerle
karsilagilmaktadir. Markor kullanilarak yapilan seleksiyon islemleri bitki 1slahinda
karsilasilan bu sorunlara ¢oziim bulmak amaciyla gelistirilmistir. Markor kullanilarak
yapilan seleksiyon teknigi, gen transferleri, gen izolasyonlar1 ve klonlama gibi
islemlerde kullanilmaktadir. Bu yontem olduk¢a hizli, ekonomik ve dogrudur ki

klasik 1slaha fazlasiyla yardimci olacagi diistiniilmektedir.

Qu ve ark., (2010) S. angulatus tohum gelisimini tozlasmadan tohum olgunluguna
kadar tanimlams ve literatiirde bildirilen diger familyalarda su gegirmeyen
tohumlarin gelisimi ile karsilastirmislardir. S. angulatus'ta tohum dormansi ve
cimlenme ile ilgili 6nceki bir arastirmaya dayanarak, bu tohumlardaki ¢imlenmenin,
i¢ zarin ve meyve-tohum katinin embriyo genlesmesine karsi direnciyle
Onlenebilecegi Onerilmistir. S. angulatus'taki tohum gelisimi ile ilgili bilgiler, tek
yillik ot i¢in ydnetim stratejilerinin zamanlamasinmi1 planlamada yararli olacagi

bildirilmistir.



Filiz ve Kog¢’a (2011) gore biyoteknoloji giiniimiiziin en {inlii ve yeniliklere agik
bilimsel ¢alismalarmin basinda gelmektedir. Ozellikle bitki biyoteknolojisinde
kullanilan molekiiler markor teknolojileri ¢ok 6nemli bir aragtir. Molekiiler markor
demek; genomda herhangi bir gen bolgesini temsil eden DNA parcasi demektir.
Polimeraz Zincir Reaksiyonunun (PZR) bulunmasindan sonra Cogaltilmis Parga
Uzunluk Polimorfizm (AFLP), Basit Dizi Tekrarlar1 (SSR), Dizi Iliskili Cogaltilmus
Polimorfizm (SRAP), Tek Niikleotid Polimorfizmi (SNP) ve Basit Tekrarli Diziler
Aras1 Polimorfizm (ISSR) gibi c¢ok fazla sayida molekiiler markor teknikleri
bulunmustur. Bu markdr teknikleri; soy agaci ¢alismalari, yeni gen kesifleri, genetik
cesitlilik arastirmalar1 gibi c¢aligmalarda yaygin olarak kullanilmaktadir. Sonug
olarak, bu molekiiler markorler biyoteknolojik c¢alismalara ¢ok ©nemli katkilar
saglamis ve etkili ve hizli sonuglarin alinmasina yardimci olmustur. Bu calismada
ise; kullanilan molekiiler markor tekniklerin genel kosullari, faydalari, zararlari ve

uygulama ortamlarindan bahsedilmistir.

Lima ve ark., (2011) sekiz farkli Cyclanthera ve ii¢ Sicyos tiiriiniin polen
morfolojisini, 1s1tk ve taramali elektron mikroskobu kullanilarak incelemistir.
Cyclanthera'nin polen tanecikleri, ortalama polar ¢ap1 51.40 pm’ dir. Sicyos'un polen
tanelerinin ortalama polar ¢apt ise 50.60 um’ dir. Sonug olarak ise bu cinsler ve

tiirler arasindaki farkliliklar ortaya konmustur.

Xiaoxia ve ark., (2011) S. angulatus’un tohumlarinda fizyolojik uyusuklugun (PD)
var oldugunu dogrulamak amaciyla ile bir ¢alisma yapmuglardir. S. angulatus L
tohumlarinin su ge¢irmeyen bir tohum kabuguna (fiziksel dormansi [PY]) sahip
oldugu bulunmustur. Calismanin sonuclarina ve literatiirde bildirilen bilgilere
dayanarak, S. angulatus tohumlarinin sadece PY degil, ayn1 zamanda derin olmayan

PD, yani kombinasyonel uyusukluk (PY + PD) oldugu sonucuna varilmstir.

Uchida ve ark., (2012) 2006-2009 yillar1 arasinda Japonya’da Tama Nehri yataginda
bio-monitor yardimi ile yaptiklar1 gézlemlerinde nehir yataklarinda istilaci bitkilerin
bir¢ok dogal tiirli baskiladigini ve bu tiirler igerisinde S. angulatus un 6nemli istilact
yabanci otlarindan biri oldugunu belirtmislerdir. Ayrica Miscanthus sacchari
florus'un S. angulatus kolonileri ile birlikte en sik (% 60.4) bulunan otsu tiir

oldugunu saptamiglardir.



Villa-Rodriguez, (2012) Puebla (Meksika) San Andrés Cholula sehrinde bulunan
Puebla Universitesi, Universidad de las Américas Kampiisii'ndeki kentsel
bahgelerdeki ii¢ ¢alisma yerinden alinan 6rneklerden S. deppei'nin iireme sistemi ve
polinatorlerini arastirmiglardir. S. deppei nin, farkli bitkilerden ve ayni bitkilerin
poleninden gelen polenle tozlastigi zaman, meyve ve tohum olusturabilen bir karma-
birlesme sistemine sahip oldugunuda gostermistir. En son olarak bu ¢alismada S.
deppei i¢in en etkili tozlayicinin Apis mellifera oldugunu ve yagisli mevsim boyunca,
bitkide ve bitki seviyesinde S. deppei'nin fenolojisini ve toplam bitki uzunlugunu

aciklamistir.

Telford ve ark., (2012) Avustralya ve Yeni Zelanda'da ii¢ tiir Sicyos'un varligimi
saptamiglardir. Molekiiler veriler bu {i¢ tiiriin Si. undara, S. mawhai ve S. australis’
oldugunu gostermistir. Ayrica {li¢ tlire ait teshis anahtar1 ve yasam alanlar1 da

arastirilmastir.

Ntuli ve ark., (2015) KwaZulu-Natal Eyaleti'nde bulunan ii¢ ilceden yedi adet
Cucurbita pepo ornekleri toplamislar ve polimorfik DNA (RAPD) ve basit sekans
tekrart (SSR) isaretleyicileri kullanilarak Cucurbita pepo c¢ogaltilmigtir. SSR
belirtegleri toplam 56 allelin, 38'inin (% 68) polimorf oldugunu gostermistir. Elde
edilen veriler dahilinde Giiney Afrika'nin kuzeyindeki KwaZulu-Natal adasindaki C.

pepo bitkisinde bol miktarda genetik ¢esitlilik oldugunu gostermistir.

Koloren ve ark., (2016) Tirkiye’nin Ordu ilinden topladiklar1 19 Artemisia spp.
orneginin tDNA ITS gen boélgelerini analiz yaparak filogenisini bildirmislerdir.
Datalar sonucunda iki haplotip belirlemislerdir. Haplotip-1 igerisinde; Fatsa 2 isimli
ornek yer almaktadir. Haplotip-2 icerisinde; Giilyali 1, Giilyali 3, Giilyal 4, Giilyal
6, Fatsa 4, Fatsa 5, Fatsa 6, Persembe 4, Persembe 5, Persembe 6, Unye 1, Unye 2,
Unye 3, Unye 4, Ordu 1, Ordu 3, Ordu 4 ve Ordu 6 isimli érnekler yer almaktadir.
Haplotip-1 Artemisia sylvatica ile % 98.6 oraninda benzer bulunurken, Haplotip-2

Artemisia sylvatica ile % 98.8 oraninda benzer bulunmustur.

Korkmaz ve ark., (2016) diinya iizerinde 6nemli bir istilac tiir olan ve tilkemizde de
Karadeniz Bolgesi’nde yayilmig olan S. angulatus’un konukguluk ettigi viral
etmenleri belirlemek amaciyla ¢alisma yapmistir. Viriislerin tanilanmasi: Double Anti

body Sandwich ELISA (DAS ELISA) testi ile Cucumber Mosaic Virus (CMV),
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Tobacco Mosaic Virus (TMV), Tomato Mosaic Virus (ToMV), Watermelon Mosaic
Virus (WMV-2), Zucchini Yellow Mosaic Virus (ZYMV), Squash Mosaic Virus
(SgMV), Papaya RingspotVirus(PRSV), PotatoVirus Y(PVY) antiserumlari
kullanilarak ¢alismalar yapilmistir. Yapilan testlerden elde edilen Cucumber Mosaic
Virus (CMV), Tobacco Mosaic Virus (TMV), Tomato Mosaic Virus (ToMV),
Zucchini Yellow Mosaic Virus (ZYMV), Squash Mosaic Virus (SqMV), Papaya
Ring spot Virus (PRSV), Potato Virus Y (PVY) viriislerine rastlanmamustir fakat
WMV-2 tespit edilmistir. Tiirkiye’de WMV-2nin S. angulatus tizerinde dogal olarak
enfeksiyon olusturdugu ilk kez bu ¢alisma ile tespit edilmistir.

Osawa ve ark., (2016) yaptiklar1 c¢alismalarda istilaci yabanci otlarmn kiiltiir
bitkilerine vermis oldugu zarar1 tahmin etmek i¢in yoOntemler arastirmislardir.
Calisma olarak, Japonya'daki Miyagi Eyaletinde potansiyel olarak zarar olusturan
hiikiimet verilerine dayanan bilgiler dogrultusunda, istilact bir yabanci ot, S.
angulatus’un meydana getirdigi zarari tespit etmek istemislerdir. Bu sonuglari ise

ekin alanlarinda goriilen S. angulatus’un verileri kullanilarak sunulmustur.

Kim-Hoon ve ark., (2017) Kuzeydogu Amerika Birlesik Devletleri kaynakli asma
bitkisi gibi sarilict tirmanici bir tiir olan S. angulatus’un zehirli bir istilac1 bitki

oldugunu bildirmislerdir.
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3. MATERYAL ve YONTEM
3.1 Materyal
3.1.1 Sicyos spp.

Sicyos spp. Cucurbitaceae (Kabakgiller) familyasina dahil sarilici/tirmanict bir
sarmagiktir. Bitki otsu formda ve tek yillik olup yilin soguk aylarinda tamamen
donarak &lmektedir. Uremesi tohumladir. Sarmasik formundaki bitkinin gévdesi
yogun bir sekilde tiiylii ve olduk¢a dallanmis olup oluklu koselidir (Sekil 3.1).
Bitkiye tirmanma yetenegini veren siilikkler 3-5 cm uzadiktan sonra dallanir (3 - 5
dalli). Siliikkler tutunacak bir destek buldugunda temas noktasinda bir yandan
bulduklar1 destege sarilirken diger yandan kendi etraflarinda donerek spiraller
olusturur. Bu tutunma mekanizmasi sayesinde bitki bir asma gibi tirmanarak 6-8

metre boya ulasabilir (EPPO, 2010; Medley, 2013).

Sekil 3.1 Sicyos spp. ile Kaph Bir Agag

Yaprak boyutlar1 bitkinin bulundugu ekolojiye bagli olarak degismekle birlikte,
genel olarak 7 - 8 cm uzunluk ve genislige sahiptir. Yaprak ayasi yuvarlagimsi genis,
basit, palmat damarli ve genellikle derin olmayan 5 loba sahiptir. Yaprak kenarlar

disli ve yaprak ayasinin sapa baglandigi kaide alp seklinde derin lobludur. Yapraklar
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sapli, yaprak ayasmin alt kismi ve 2,5 — 5 cm uzunluktaki yaprak sapi tiiyliidiir.
Bitki yiizeysel olarak yogun dallanmis bir kazik kdke sahiptir (EPPO, 2010; Medley,
2013; Terzioglu ve Ansin, 1999).

Bitki monoik olup erkek ¢igekler salkim veya yalanci semsiye, disi ¢igekler ise
bascik seklinde tliylii bir sapin ucunda yer alir. Cigek saplar1 yaklasik yaprak saplari
ayn1 boydadir. Kaliks yesil renkli, tiiylii, derince 5 parcali ve beyazimst sar1 renkli
olup yesil damarlidir (Terzioglu ve Ansin, 1999; Medley, 2013).

Meyve kiimeleri 2,5-4 cm capinda, baslangicta yesil renkli, yumurtams: ovaldir.
Uzeri kisa yiin gibi yesilimsi-beyaz tiiyler ve daha uzun sert, batici/yapisic1 dikenler
jile kaplidir. Batici meyve dikenlerinin iizeri ok ucu seklinde dislidir. Etli meyve
kabugu kendi kendine agilmaz olgunlagtiginda kurur ve kahverengi bir hal alir.

Meyve biiyiik, bir tek tohum igerir. Tohum; karpuz ¢ekirdegini andirir.

Sekil 3.2 Sicyos spp.’nin Genel Goriintiisii

Zehirli olmayan Sicyos tiiriiniin 6zellikle yapraklariin ABD’nin bazi1 bolgelerinde
pisirilerek tiiketildigi rapor edilmektedir (Tanaka, 1976). Meyveleri ve tohumlar1 da
zehirli degildir ancak tiiketime uygun olmadiklari i¢in bu yonde bir kullanimi yoktur.
Baz1 kaynaklarda bitkiden elde edilen dekoksiyonlarin ziihrevi hastaliklara kars
kullanildig: belirtilmektedir (Moerman, 1998).

Diinya’da Sicyos cinsinin Amerika ve Avustralya’nin tropik ve iliman bolgelerinde
yayilan yaklasik 15 tiirli bulunmaktadir (Parmaksiz 2004). Diinya’da dagilimi Sekil

3.2’de verilmistir. Bitki Kuzey Amerika'da yogun tarim yapilan ve sulanan alanlarda
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sorun olusturan ¢ok agresif bir yabanci ot olarak kabul edilmektedir. Ozellikle misur,
soya ve balkabagi gibi yazlik kiiltiir bitkilerinde sorun olan 6nemli yabanci otlar
arasinda yer almaktadir (Messersmith ve ark., 1999, 2000; Shimizu, 1999;
Esbenshade ve ark., 2001a; Kurokawa ve ark., 2009). S. angulatus kiiltiir bitkilerinde
sorun olusturan bazi zararli ve patojenlere konukculuk yapmaktadir (EPPO, 2010).
ABD’nin biitiin dogu eyaletlerinde, Avustralya’da dogal olarak yayilis gdsteren bu
tiir Kanada’nin dogu eyaletlerinde, Meksika ve Dogu Asya’da da yayilis1 rapor
edilmistir. 20 yiizyi1lin basinda Avrupa’ya siis bitkisi olarak getirilmis ancak daha
sonra dogal ortama kagarak istilac1 yaygin bir tiir haline gelmistir (Tzonev, 2005).
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Sekil 3.3 Diinya da Sicyos angulatus L. nin bulundugu Yerler (Anonim 2016).

Istilac1 bir yabanci ot olan S. angulatus L. diinya’ da oldugu gibi iilkemizde de tespit
edildigi 1996 yilindan itibaren 6zellikle Karadeniz Bolgesi’nde tarla bitkileri, meyve
ve sebze alanlarinda yayilma gostermekte ve zarar olusturmaktadir (Terzioglu ve
Ansin, 1999; Onen ve ark., 2013). Ulkemize kuzey dogu sinirindan girdigi, yatayda
Ordu ili dahil ¢alismaya konu dért ilde yayilis gosterdigi, diiseyde ise 1200 m’nin

tizerindeki rakimlara kadar ulagabildigi saptanmistir (Sekil 3.3).
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2Sicyos angulatus L.

Sekil 3.4 Tiirkiye’de Sicyos angulatus L.’nin Bulundugu Yerler (TUBIVES, 2014)

3.1.2 Sicyos spp’nin Molekiiler Calismalarinda Kullanilan Materyaller

Yiiriitmiis oldugumuz molekiiler ¢calismada, kullanilacak bitki 6rneklerinden DNA
elde etmek iizere yapilan islemlerde DNA' nin kimyasal ve fiziksel etkilere maruz
birakilmasi ile diger molekiillerden ayrilmasi saglanmistir. Biyolojik materyalin
DNA’smin kimyasal bir degisiklige ugramamasina dikkat edilerek sivi nitrojen (sivi
azot) ile fiziksel 6giitme islemi gergeklestirilmistir. Ekstraksiyon prosediirii olarak,
Haymes’in (1996) CTAB protokolii modifiye edilerek Sicyos spp’nin yapraklarindan
DNA elde edilmistir.

Elde edilen DNA’larin PZR c¢alismalar1 i¢in Ribozomal DNA (rDNA) internal
transcribed spacer (ITS) gen bolgeleri kullanilmistir.

Cizelge 3.1 ITS Primerleri ve Niikleotit Dizilimleri

Primer Baz dizisi pmol/pl
ITS1 5 AATGCGTGTTT 3' 100 pmol/pul
ITS4 5 GTCTAGTTCAG 3 100 pmol/ul
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3.2 Yontem
3.2.1 Sicyos spp. Bitki Orneklerinin Elde Edilmesi

Dogu ve Orta Karadeniz Bolgeleri’nde sorun teskil eden Sicyos spp.’nin filogenetik
farkliliklarinin ITS primerleri ile PZR yontemi denenerek tespit edilmesi hedeflenen
calismada, Ordu ve Giresun illerinden findik bahgeleri ve bos alanlardan 30 Sicyos
spp. populasyon ornegi toplanmistir (Sekil 3.5). Bitki 6rneklerin toplandigi yerlerin
koordinatlar1 GPS ile belirlenmistir (Cizelge 3.2). DNA ekstraksiyonu i¢in toplanan
Sicyos spp. orneklerinin geng yapraklar kiiciik posetlere konularak laboratuvara

getirilmis ve -80°C de izolasyon islemi yapilana kadar korunmustur.

Sekil 3.5 Ordu ve Giresun ili Haritalar1 (Anonim, 2018).
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Cizelge 3.2 Sicyos spp. Orneklerinin Toplandig1 Yerler ve Koordinatlar

Populasyon No
Gl
G2
K1
K2
K3
K4
D1
D2
D3
D4
D5
Bl

B2

B3
B4
P1
P2
Gl
Ul
U2
U3

F1

Yer
Giresun-Merkez
Giresun-Merkez

Giresun-Kesap
Giresun-Kesap
Giresun-Kesap
Giresun-Kesap
Giresun-Dereli
Giresun-Dereli
Giresun-Dereli
Giresun-Dereli
Giresun-Dereli
Giresun-Bulancak

Giresun-Bulancak

Giresun-Bulancak
Giresun-Bulancak
Giresun-Piraziz
Giresun-Piraziz
Ordu-Giilyal
Ordu-Ulubey
Ordu-Ulubey
Ordu-Ulubey

Ordu-Fatsa

Enlem

40°52'45"

40°52'32"

40°54'52"

40°53'41"

40°52'54"

40°50'.52"

40°52'45"

40°73'.45"

40°5721"

40°52'.16"

40°61'.16"

40°56'34"

40°56'41"

40°56'17"

40°53'17"

40°55.56"

40°57'.10"

40°56'.42"

40°52'.16"

40°50'.31"

40°52'.51"

40°59'.57"

Boylam
38°26'21"
38°25"17"
38°26'37"
38°32'41"
38°24'.46"
38°30'78"
38°26"24"
38°45'06"
38°2221"
38°27'34"
38°3329"

38°17'8"
38°13'51"
38°12'48"
38°10'6"
38°08'64"
38°08'32"
38°03'16"
37°41°27"
37°4527"
37°7527"

37°30'34"
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Cizelge 3.2 devami

F2 Ordu-Fatsa 40°1'.56" 37°28'29"

F3 Ordu-Fatsa 41°127" 37°31'.23"
CTI1 Ordu-Catalpinar 40°54'32" 37°28'18"
CT2 Ordu-Catalpinar 40°52'41" 37°27'22"
CT3 Ordu-Catalpnar 40°53'49" 37°27'38"
CM1 Ordu-Camas 40°56'19" 37°29'24"
CM2 Ordu-Camas 40°55'53" 37°30'54"
CM3 Ordu-Camas 40°57'47" 37°3021"

3.2.2 Molekiiler incelemeler
3.2.2.1 Genomik DNA izolasyonu

DNA izolasyonunda hiicre duvarinin kirilarak DNA’nin hiicre igerisinde serbest
kalmasi gereklidir. Bunu yapmak tizere Ordu ve Giresun illerinden toplanmig olan
DNA bulunduran 30 Sicyos tiiri 6rneginin yapraklar1 mekaniksel olarak sivi nitrojen

(s1v1 azot) ile muamele edilmistir (Sekil 3.6).

Sekil 3.6 Sicyos spp. Orneklerinden DNA izolasyonu

DNeasy Plant Mini Kit, Qiagen GmbH, Hilden, Germany (Danquash, 2002) ve
Haymes’in (1996) CTAB protokolii modifiye edilerek ekstraksiyon isleminde

kullanilmistir. DNA molekiillerini ayirt etmede kullanilan jel elektroforez yontemi
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yardimi ile DNA igerigi kontrol edilmistir. Sonug olarak Sarilici ve tirmanict bir bitki

olan Sicyos spp. yapraklarindan yiiksek konstrasyonda ve kisa siirede DNA’nin
Haymes’in (1996) Mini-Prep Method (CTAB)’u ile elde edildigi saptanmistir.

Sekil 3.7 Sicyos spp. Orneklerinden Saglanan Genomik DNA’nim
Agaroz Jel Elektroforezi ile Kontrolii

Sicyos spp’nin yapraklarindan Haymes’in (1996) CTAB protokolii modifiye edilerek

asagida belirtildigi sekilde DNA izole edilmistir;

1.

0.02 gr tartilmis olan Sicyos tiirleri eppendorf tiiplerinin i¢ine konulmustur. Sonra
icine sivi azot ilave edilerek havan eli ile hizli bir sekilde ezilerek hiicre

duvarinin kirilmasi saglanmstir.

Ezme islemi bittikten sonra iizerine 500 pl extraction buffer eklenmis ve

vortexlenmistir.
30 dk 65 °C su banyosunda birakilmastir.

Su banyosundan ¢ikardiktan sonra iizerine 200 pl Cloroform/izoamil alkol (24/1)
eklenmis ve 5 dk 10.000 rpm’de santrifiij edilmistir.
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5. Santrifiij islemi bittikten sonra {izerinde kalan sar1 seffaf kismi mikropipet ile
baska eppendorf tiiplerine aktarilmistir. Uzerine 600 ul 96/4 Ethanol/Asetat
(ETDH/Asetat) dokiilmiistir. Daha ¢ok DNA elde etmek i¢in 5 dk -20 °C

buzluga birakilmistir.

6. Buzluktan ¢ikardiktan sonra tekrar 5 dk 10.000 rpm’de santrifiij edilmis ve sonra
lizerindeki sivilar dokiilmiistiir. Uzerine 300 pl Etanol konulmus ve 5 dk 10.000
rpm’de santrifiij edilmistir. Sonra pellet dipte kalacak sekilde {istteki supernatant
uzaklagtinnlmistir. Eppendorf tlipli kurutma kagidinin {stline ters gevirilerek

bekletilmistir (yaklasik 5 dk).

7. Uzerine 50 ul NFW ve 1 ul RNAse (100mg/ml) dokiildiikten sonra 37 °C’de 1

saat bekletilmistir.
8. DNA ornekleri daha sonra kullanilmak tizere -20 °C’de korunmustur.

Bitkilerde molekiiler filogeni c¢alismalarinda yiiksek konsantrasyonlu DNA’larin
PZR reaksiyonlarindaki basarisi i¢in dnemlidir. DNA 6rnekleri % 1,4’°liik agaroz jel
TAE bufferda (0.04 M Tris-acetate, IMm EDTA, Ph=8) 100 V’ta 60 dk boyunca
elektroforez edilmistir. Jeller 0.2 pg/ml ethidium bromid’e daldirilarak ve jel
dokiimantasyon  sistemi  (Gel DocBioRad 2000) sistemi  kullanilarak
goriintilenmistir. DNA'nin miktar ve kaliteli safligi, spektrofotometrede 260 ve 280
nm dalga boylarinda elde edilen degerlerden saptanmustir. 1 optik dansite (OD) g¢ift
iplikli DNA i¢in 50 pg/ml, tek iplikli DNA veya RNA i¢in 40 pg/ml ve
oligoniikleotidler i¢in 20 pg/ml'ye karsilik gelmektedir. Izole edilen DNA cift iplikli
oldugunda miktar tayininde bu formiilden yararlanilmistir: DNA (ug/ml)=260
nm'deki OD (Absorbans degeri) x sulandirma oran1 x 50. DNA miktar1 ve temizligi

spektrofotometre’de Sl¢iilmiistiir.
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Sekil 3.8 Sicyos spp. Yapraklarindan Elde Edilen Genomik
DNA’ nin Agaroz Jel Igindeki Gériintiisi.
Kuyucuk M: 100 bp ladder (New England
Biolabs), Kuyucuk N: Negatif, Kuyucuk 2, 3, 5, 6,
7, 9: Haymes’in (1996) CTAB Protokolii ile Elde
Edilen Genomik DNA.

3.2.2.2 Ribozomal DNA (rDNA) Internal Transcribed Spacer (ITS) Gen Bolgesi
Analizi

Ribozomal DNA (rDNA) internal transcribed spacer (ITS) gen bolgesi analizinde
kullanilacak olan primerlerin konsantrasyonlarinin belirlenmesi i¢in hazirlanan stok
solusyondan her upl’sinde 10 pmol primerlerden 200 nM gelecek sekilde
ayarlanmistir. Hazirlanan soliisyon igerisinden 1, 1.5 ve 2 pl kullanilarak bant
olusumlari gozlenmistir. ITS1 ve ITS4 primerleri Mini-Prep Method’u ile elde edilen
DNA’larin PZR c¢alismalar1 i¢in kullamlmistir. Calismada kullanilan dongii
parametreleri ise; 25 pl’lik reaksiyon hacminde asagidaki maddeleri i¢eren her bir

primerin yardimiyla bu yontem uygulanmistir;

PZR karisiminin icerigi:

Genomik DNA: 1 ul DNA (50 ng/ pl)
ITS1 Primer: 0.5 pl (2.5 mM)

ITS4 Primer: 0.5 pl (2.5 mM)

25 mM MgCly: 3 ul

2.5 mMdNTP: 0.4 pl

10XPCR Buffer: 2.5 pul
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Tag DNA Polimeraz: 0.4 pl (5U/ul)
ddH20: 16.7 ul
Reaksiyon Hacmi: 25 pl

Amplifikasyonda, 2400 Perkin Elmer Gene Amp PZR yontemi su sekilde
uygulanmistir: 95 °C’de 15 dk, sonrasinda 35 dongii; 94 °C’de 1 dk, 52 °C’de 2 dk
ve 72 °C’de 2 dk. En sonunda reaksiyon 72 °C’de 10 dk inkiibe edilmis ve drnekler

cihazdan alinincaya kadar +4 °C’de muhafaza edilmistir
3.2.2.3 DNA orneklerinin Agaroz Jel Elektroforezi ve Goriintillenmesi

% 1.5’liik agaroz jel TAE buffer (0.04 M Tris-acetate, 1IMm EDTA, Ph=8) PZR
tiriinlerinin elektroforezinde kullanilmistir. Olusturulan Jel igin; 1.5 gr agaroz
tartilmistir. Daha sonra 50 ml 10xTAE, 450 ml saf su ile tamamlanarak 500 ml
IXxTAE elde edilmistir. Tartilan 1.5 gr agaroz ile 100 ml 1xTAE birlestirilerek 2 dk
mikrodalga igerisinde eritilmistir. Olusan karisim mikrodalgadan ¢ikartildiktan sonra
boya olarak Ethidium Bromiir (0.2 pg/ml) eklenmistir. Yatay tipte olan elektroforez
cihazinin (Shimadzu UV-1800) jel hazirlama kabina dokiilmustiir. Katilasan jel,
igerisinde max ¢izgisinin bulundugu 1XxTAE tampon ¢dzeltisi bulunan elektroforez
cthazinin tankina yerlestirilmistir. PZR tiipleri i¢cindeki reaksiyon karisigmindan 5 pl,
2 pl yiikleme tamponuna (Loading Dye Solution) eklenerek karistirilmis ve bu
karisim 7 pl olarak jeldeki kuyucuklara yerlestirilmistir. Ilk kuyucuga 1 Kb’lik DNA
marker yliklendikten sonra cihaz 100 V’da 60 dk boyunca elektroforez edilmistir.
Jelde olusan DNA bantlar1 jel dokiimantasyon (Gel DocBioRad 2000) sistemi

kullanilarak goriintiilenmistir.
3.2.2.4 PZR Polimorfizmi ve Genetik Farklihgin Belirlenmesi

Sekans dizilim analizi yapilmasi i¢in PZR iiriinleri Macrogen (Hollanda) firmasina
gonderilmistir. Sekans sonuclarina ait baz dizileri BioEdit (Hall, 1999) programi
kullanilarak hizalanmistir. Daha sonra rDNA-ITS gen bolgesi icin GenBank’tan
temin edilen referans sekans dizileri ve elde edilen sekans sonuglarinin mukayese
edilmesinde ClustalW (Thompson ve ark., 1997) modiili kullanilmistir. DNA
Sequence Polymorphism (DnaSP 5.10) programi kullanilarak hizalanmis baz
dizilerinin haplotipleri saptanmistir. MEGA version 6 (Tamura ve ark., 2013) paket
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programi kullanilarak, Neighbor-Joining (NJ; Saitou ve Nei, 1987), Maximum-
Parsimony (MP; Eck ve Dayhoff, 1966; Fitch, 1977) ve Maximum-Likelihood (ML)
algoritmalarindan olusan filogeni agaglar1 (soy agaglar1) olusturulmustur. Se¢ bagla
testi Bootstrap testi (Efron, 1982; Felsenstein, 1985) MP ve ML i¢in1000 tekrarla, NJ
analizi i¢in 10.000 tekrarla yapilmistir. Elde edilen sekans dizilerinin niikleotit

benzerlik oranlar1 (%) ve evrimsel genetik uzakliklart belirlenmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI
4.1 Molekiiler Bulgular

Niiklear ribozomal DNA ITS analizlerinden elde edilen Sicyos spp’nin jel goriintiisii
(Sekil 4.1)’de verilmistir. Sicyos spp.’nin DNA’lariin ITS primerleri yardimiyla
600-700 bp arasinda PZR iiriinlerinin basarili bir sekilde ¢ogaltildigi belirlenmistir
(Sekil 4.1).

9 10 11 12 13 14 15 16 17 18

700bp

MN 21 2223 24 2526 27 2829 3031 32 3334 35 36

700bp

Sekil 4.1 Ordu ve Giresun illerinden Toplanan Sicyos spp. Orneklerinin rDNA-
ITS Gen Bélgesinin Agaroz Jel Igindeki Goriintiisii. Kuyucuk M:
100 bp ladder (New England Biolabs) Kuyucuk N: Negatif kontrol
(steril su) ,Kuyucuk 4: CM2-DNA, Kuyucuk 7: U2-DNA, Kuyucuk
10: P2-DNA, Kuyucuk 11: B1-DNA, Kuyucuk 14: B4-DNA,
Kuyucuk 15: K1-DNA, Kuyucuk 17: K3-DNA, Kuyucuk 18: K4-
DNA, Kuyucuk 19: 100 bp ladder (New England Biolabs), Kuyucuk
20: Negatif kontrol (steril su), Kuyucuk 22: G2-DNA, Kuyucuk 23:
D1-DNA, Kuyucuk 24: D2-DNA, Kuyucuk 28: F1-DNA, Kuyucuk
29: F2-DNA, Kuyucuk 32: CT2-DNA, Kuyucuk 33: CT3-DNA.
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4.1.1 rDNA-ITS Geni ve Sekans Varyasyonu, Haplotip ve Niikleotit Ozellikleri

Sicyos spp. orneklerine ait rDNA-ITS gen bolgesi ile (Cizelge 4.1)’de gosterilen gen
bankasindan alinan Sicyos spp. referans dizileri DNA Sequence Polymorphism
(DnaSP 5.10) programu kullanilarak 2 farkli haplotip belirlenmistir. (Cizelge 4.2)’de

belirlenen haplotipler gosterilmistir.

Cizelge 4.1 Sicyos spp.’nin Genbank’tan Saglanan Erisim Numaralari

Erisim No Tiir Ad1
DQO005999 Sicyos angulatus
JN560230 S. davilae
JN560264 S. peninsularis
JN560217 S. ampelophyllus
JN560225 S. barbatus
JN560216 S. albus
JN560220 S. anunu
JIN560237 S. herbstii
KX786100 Luffa aegyptiaca

Cizelge 4.2 Sicyos spp.’nin rDNA-ITS Gen Bolgesi Haplotipleri ve Ornek Sayilart

Haplotipler Tiirler Ornek Sayilan

Haplotip-1 Sicyos davilae Rodr.-Arév. & Lira 9
(B1,CM2, D1, D2, F1, G2, K3, K4,P2)

Haplotip-2 Sicyos angulatus L. 6
(B4, CT2, CT3, F2, K1, U2)

DnaSP 5.10 programinda elde edilen Haplotip-1 tiir baz dizilimi esas alinarak diger
haplotipler arasindaki niikleotit degisimleri (Cizelge 4.3)’de verilmistir. Niikleotit
degisimleri 179., 440., 582. ve 616. niikleotit pozisyonlarinda olmustur. Haplotip-1

582. niikleotit pozisyonu (Adenin niikleotiti) hari¢ diger niikleotit pozisyonlarinda
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Sitozin niikleotitine sahiptir. Haplotip-2 de ise ayn1 niikleotit pozisyonlarinda Adenin
niikleotiti yerine Guanin niikleotiti, Sitozin niikleotiti yerine Timin niikleotitine
sahiptir. Haplotip- 1; B1: Bulancak 1, CM2: Camas 2, D1: Dereli 1, D2: Dereli 2, F1:
Fatsa 1, G2: Giresun 2, K3: Kesap 3, K4: Kesap 4, P2: Piraziz 2 isimli 6rnekler yer
almaktadir. Haplotip-2 iginde; B4: Bulancak 4, CT2: Catalpinar 2, CT3: Catalpinar 3,
F2: Fatsa 2, K1: Kesap 1, U2: Ulubey 2 isimli 6rnekler yer almaktadir.

Cizelge 4.3 Haplotipler Arasinda Niikleotit Farkliliklar1 (Koyu Yazilanlar Tiire Ozgii
Niikleotit Pozisyonlarin1 Gostermektedir)

1 4 5 6
7 4 8 1
9 0 2 6
Haplotip-1 C C A C
Haplotip-2 T T G T

4.2 Sicyos spp.’nin Filogenetik Iliski Agaci

Haplotip-1 ve Haplotip-2 genotiplerinin S. devilea Rodr.-Arév. & Lira ve S.
angulatus L. arasinda benzerlik gosterdigi saptanmistir. Haplotip-1, S. devilea tiirii
ile % 100 oraninda benzerlik gosterdigi belirlenmistir, Haplotip-2’nin ise S.
angulatus L. tirii ile % 100 oraninda benzerlik gosterdigi belirlenmistir. Elde edilen

referans dizileri ve filogenetik iliski (Cizelge 4.4) ve (Sekil 4.2)’de verilmistir.

Haplotip- 1 (B1, CM2, D1, D2, F1, G2, K3, K4, P2) S. davilae Rodr.-Arév. & Lira
ile sirasiyla % 68, % 74 ve % 0 (NJ/MP/ML), oraninda iligki saptanmigtir. Haplotip-2
(B4, CT2, CT3, F2, K1, U2) S. angulatus L. ile sirasiyla % 69, % 80, % 70
(NJ/MP/ML), oraninda iliski saptanmistir. Haplotip-1 ile Haplotip-2 arasindaki

benzerlik orani ise % 80 olarak bulunmustur.
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69%/B0%* [70°** Sicyos angulatus (DQO05958)

100/97/97 Haplotip 2 (B4, CT2, €T3, F2, K1, U2]
Haplotip | (281, CM2, D, D2, F1, G2, K3, K4, P2}
so/73/82 | /7
Sicyos davilae [JNSE0230)

Sicyos herbstii (JNSB023T)

96/95/93 —L— Sicyos albus (JNSED216 )
96/95/96— Sicyos anunu [JNSB0220)

Sicyos barbatus (JMNSE0225 )
Sicyos peninsulans (JNSE0264 )
I— Sicyos ampelophyllus(JNSB021T)

Luffa segyptiaca (KXTEE100)

£9/79/84

—
om

Sekil 4.2 Sicyos Tiirleri Arasindaki Filogenetik Iliski Agac1 (*: Neighbor-Joining
(NJ), **: Maximum-Parsimony (MP), ***: Maximum-Likelihood (ML))
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Cizelge 4.4 Haplotipler Arasindaki DNA Dizilerinin Benzerlikleri (%) ve Ikili Genetik Mesafeleri (Gri Gosterilen) ve Genbank’tan

Saglanan Sicyos spp.’nin Erisim Dizileri

Haplotip-1

Haplotip-2

Sicyos angulatus (DQ005999)
. davilae (JN560230)

. peninsularis (JN560264)

. ampelophyllus (JN560217)
. barbatus (JN560225)

. albus (JN560216)

. anunu (560220)

. herbstii (JN560237)

Luffa aegyptiaca (KX786100)

nuumununmnmununm

Haplotip-1

ID
0,0017
0,0017
0,0000
0,0438
0,0347
0,0364
0,0258
0,0205
0,0205
0,1186

Haplotip-2

0,805
ID
0,0000
0,0017
0,0456
0,0329
0,0382
0,0275
0,0223
0,0223
0,1207

Sicyos angulatus (DQ005999)

0,805
1
ID

0,0017
0,0456
0,0329
0,0382
0,0275
0,0223
0,0223
0,1207

S. davilae (JN560230)

1
0,805
0,805
ID

0,0438
0,0347
0,0364
0,0258
0,0205
0,0205
0,1186

S. peninsularis (JN560264)

0,699
0,856
0,856
0,699
ID
0,0331
0,0511
0,0491
0,0474
0,0474
0,1226

S. ampelophyllus (JN560217)

0,96
0,772
0,772
0,96
0,706
ID
0,0401
0,0510
0,0419
0,0455
0,1164

S. barbatus (JN560225)

0,957
0,765
0,765
0,957
0,688
0,957
ID
0,0454
0,0400
0,0400
0,1327

S. albus (JN560216)

0,973
0,781
0,781
0,973
0,694
0,956
0,959
ID
0,0085

0,978
0,785
0,785
0,978
0,696
0,963
0,962
0,992
ID

S. anunu (JN560220)

0,0188 0,0136
0,1201 0,1223

S. herbstii (JN560237)

0,977
0,784
0,784
0,977
0,695
0,959
0,96
0,984
0,989
ID
0,1202

0,676
0,778
0,778
0,676
0,81
0,672
0,663
0,673
0,672
0,672
ID

Luffa aegyptiaca (KX786100)



5. TARTISMA ve SONUC

Yiritmiis oldugumuz ¢alismada, Dogu Karadeniz Bolgesi’nde bulunan Ordu ve
Giresun illerinden toplanan Sicyos spp’nin rDNA ITS gen bélgeleri analizi yapilarak
molekiiler filogenisi belirlenmistir. 18S-26S rDNA ITS gen bolgeleri filogenetik
siralamada en fazla kullanilan yontemdir. Ciinkii, bu c¢alismalarda kullanilan
primerler evrenseldir ve daha hizli ve kolay yollarla ¢ogaltilabilirler. Sicyos spp.
orneklerinden 18S-26S rDNA-ITS gen bolgeleri yaklasik olarak 600-700 bp

civarinda bant vererek cogaltilmistir.

rDNA ITS gen bolgelerinden PZR iiriinleri elde edilmis ve sekasnslari belirlenmistir.
Gen bankasindan elde edilen Sicyos spp. sekanslari ile elde etmis oldugumuz
sekanslar NJ, MP, ML algoritmalar1 hesaplanarak filogenetik iligkileri belirlenmistir.
Tiirkiye’deki illerden alip inceledigimiz 6rneklerden 2 haplotip saptanmistir. Bunlar;
Haplotip-1 (B1, CM2, D1, D2, Fl1, G2, K3, K4, P2); Haplotip-2 (B4,CT2,
CT3,F2,K1,U2). Bu haplotipler ile Sicyos tiirlerinin alt cins iliskileri BLAST
sonuglar1 kullanilarak ve veri seti olusturularak belirlenmistir. Haplotip-1 ve
Haplotip-2, Sicyos davilae Rodr.-Arév. & Lira, Sicyos angulatus L. ve tiirleri ile. %
100 oraninda benzerlik gostermektedir. Haplotip-1 ve Haplotip-2 arasindaki
benzerlik orani ise % 80 olarak saptanmistir. S. davilae Rodr.-Arév. & Lira tiirii lilke

florasi i¢in yeni bir tiirdiir.

Schaefer ve ark., (2009) 115 tiiriin 114" ve 960 tiiriin yiizde 25'i i¢in bir multigene
filogenisi kullanarak, bitkilerin en ekonomik Oneme sahip ailelerinden biri olan
Kabakagileagillerin tarihini ele almistir. Diinya ¢apinda 6rnekleme, 30 herberyumdan
ornekler kullanilarak gerceklestirilmistir. Caligmadan ¢ikan sonuclar, Asya kokenli
Kabakgiller oldugunu ve akabinde, Afrika, Amerika ve Avustralya kitalarina
transneanik uzun mesafe yayilimi (LDD) yoluyla tekrarlanan soy yayilmasini ortaya
cikarmigtir. Jobs ve ark., (1998) Farkli cinslere ait yirmi alti1 tiiriin filogenetik
iliskilerini Cucurbitaceae familyas: dizilerden tahmin edilmistir. Tiim ITS bolgeleri
PCR teknigi ile amplifiye edilmistir. Filogenetik iligkiler bazi tiirlerin ITS
dizilerinden anlasilmakta ve morfolojik verilerle uyumludur, fakat sapmalar
taksonomik smiflandirma da gézlenmistir. Sonug¢ olarak Yeni Diinya tiirlerinin bir

polifrotik kokeni dikkate alinmalidir. Cucurbita cinsinden farkli bir tiirdeki ITS
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dizilerinin "tiirleri" vardir, biiylik olasilikla yiiksek introgresyon sikligi nedeniyle

poliploidizasyon olaylarindan dolayi diisiik intraspesifik degiskenlik tespit edilmistir.

Uchida ve ark., (2012) 2006-2009 yillar1 arasinda Japonya’da Tama Nehri yataginda
bio-monitor yardimi ile yaptiklart gézlemlerinde nehir yataklarinda istilaci bitkilerin
bir¢ok dogal tiirli baskiladigini ve bu tiirler icerisinde S. angulatus un 6nemli istilact
yabanci otlarindan biri oldugunu belirtmiglerdir. Ayrica Miscanthus sacchari
florus'un S. angulatus kolonileri ile birlikte en sik (% 60.4) bulunan otsu tiir

oldugunu saptamislardir.

Kurakawa ve ark., (2009) istilact bitkileri kontrol etmek ve etkili prosediirlerin
gelistirilmesi i¢in, bitki genetik ¢esitliliginin anlasilmasinin 6nemli olabilecegi
yayllma mekanizmalarii 6grenmek gerektigini dile getirmislerdir. S. angulatus,
Japonya'daki yem bitkileri ve dogal bitki ortiisii arasinda yetisen yaygin ve istilaci bir
yabanci ot oldugu belirtilmigtir. Basit bir sekans tekrar1 (ISSR) genotiplemesi, S.
angulatus'un Japonya'daki tanitilmis bolgesel genetik varyasyon modellerini
saptamak i¢in kullanilmistir. Bu arastirmanin amaci, Japonya'daki S. angulatus'un
yayillma dinamiklerini ve yayilma mekanizmasm degerlendirilmesi olarak
yapilmistir. Dort adet ISSR primeri ile 15 giivenilir bant elde edilmis ve bunlarin
12'si orta ve kuzeydogu Japonya'da alti alan arasinda polimorfik oldugu
belirlenmistir. Bu sonuglar, ayn1 gen havuzlarindan Japonya'nin hem orta hem de

kuzey dogu bolgelerine ¢oklu girisler oldugu sonucuna varilmastir.

Terzioglu ve ark., (1999) S. angulatus i¢in dagilim alanlar1 ile ilgili bir ¢aligma
yapmislardir. A7 Trabzon olarak: Yomra, A8 Trabzon Arakli, Of ve Caykara'ya ek
olarak A8 Artvin: Borcka daha once belirlenmistir. Detayli morfolojik 6l¢iimler
sunulmustur. Ayrica, Cucurbitaceae cinsinin anahtari Ingilizce olarak siralanmustir.
Yapmis oldugumuz c¢alisma sonuglarina bakarak Sicyos tiirlerinin = Artvin,
Trabzon’dan sonra Giresun ve Ordu illerindede yayildiklar1 bilgisine ulasilmistir.
Isabella ve ark., (2004) yiiriitmiis olduklar1 ¢alismada Meksika'da iki yeni Sicyos
tiri saptamislardir. Yapmis olduklar1 taksonomik caligsmalar sonucunda Guerrero
eyaletinden alinan 6rnegin S. cordifolius’a, Oaxaca eyaletinden alinan 6rnegin ise, S.

bulbosus tiiriine ait oldugunu bildirmislerdir.
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Rodriguez-Arévalo, (2003) Meksika ve Guatemala eyaletlerinde yapmis oldugu
calismada yeni bir Sicyos tiirii bulmustur. Calismada toplanan Sicyos tiirleri 1400 ila
3800 m yiikseklikteki alanlardan toplanmistir ve yeni bulunan tiirin ad1 ise S.
lirae 'dir. Bu tiiriin stigma loblarinin sekli, yumurtalik ve meyve bakimindan da S.
galeottii’ye benzedigini de belirtmistir. Rodriguez-Arévalo ve ark., (2004) yiiriitmiis
olduklari bir bagka caligmada ise Meksika'da iki yeni Sicyos tiirii saptamislardir.
Yapmis olduklar1 taksonomik c¢alismalar sonucunda Guerrero eyaletinden alinan
ornegin S. cordifolius’a, Oaxaca eyaletinden alinan 6rnegin ise, S. bulbosus tiiriine ait

oldugunu bildirmislerdir.

Ntuli ve ark., (2015) KwaZulu-Natal Eyaleti'nde bulunan ii¢ ilceden yedi adet
Cucurbita pepo 6rnekleri toplamustir ve polimorfik DNA (RAPD) ve basit sekans
tekrart (SSR) isaretleyicileri kullanilarak Cucurbita pepo c¢ogaltilmistir. SSR
belirtegleri toplam 56 allelin, 38'inin (% 68) polimorf oldugunu gostermistir. Elde
edilen veriler dahilinde Giiney Afrika'nin kuzeyindeki KwaZulu-Natal adasindaki C.
pepo topraklarinda bol miktarda genetik ¢esitlilik oldugunu gostermistir. Telford ve
ark., (2012) Avustralya ve Yeni Zelanda'da iig tiir Sicyos'un varligini saptamiglardir.
Molekiiler veriler bu ¢ tiiriin Sicyos undara 1. Telford & P. Sebastian, S. mawhai I.
Telford & P. Sebastian ve S. australis’ oldugunu gostermistir. Ayrica {i¢ tiire ait

teshis anahtar1 ve yasam alanlar1 da arastirilmistir.

Biiyiik tiirlerin alttiirlerini siniflandirma islemi giiniimiizde hala sorun teskil
etmektedir. Kapsamli olarak yiiriitilen molekiiler g¢aligmalar S. angulatus’un
altcinslerini belirlemede ve sistematik olarak yeniden tanimlanmasina yardimci
olmaktadir. Yapmis oldugumuz calismada goriildigi tizere rDNA-ITS Sicyos
spp’nin alttaksonlarinin molekiiler farkliliklart saptanmasinda ve potensiyel yeni
tirlerin tanimlanmasinda kullanilmaktadir. rDNA-ITS gen bolgeleri Sicyos spp’nin
altcinslerinde biiyiik olglide korunmus oldugu i¢in, incelenen bitki 6rneklerinin

filogenetik yakinliklarini temsil eden bolgeler ¢cogaltilabilir.

Bu ¢alisma ile Ordu ve Giresun illerinden alinan Sicyos tiirlerinin filogenetik

iliskinin anlagilmas1 i¢in rDNA ITS gen bazli filogenetik analizi yapilmistir.
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Sonug ve Oneriler;

1. Karadeniz Bolgesi’nde tarim alanlarinda, bos alanlarda ve yol kenarlarinda sik¢a
rastlanan istilac1 yabanci ot tiirlerinden biri olan Sicyos tiirleri ile ilgili bu konuda
tilkemizde yapilan molekiiler bir ¢alismaya rastlanilmamistir. Bu ¢alisma ile Sicyos

spp.’ye ait molekiiler diizeyde ilk ¢alisma olmasi yonii ile 6zgiin bir degere sahiptir.

2. Genetik karakterizasyon caligmalari ile morfolojik benzerlikleri bakimindan ayni

tiir olarak teshis edilen tiirlerin gercekte farkli tiirler olabilecekleri ortaya konabilir.

3. S. davilae Rodr.-Arév. & Lira tiirii Tiirkiye florasi i¢in yeni bir tiirdiir. Morfolojik
ve anatomik Ozelliklerinin saptanarak bu tiir ile ilgili bilgilerin desteklenmesi

gereklidir.

4. Bu caligma gelecekte Sicyos spp.’ye ile ilgili yapilacak molekiiler filogenetik

calismalara 151k tutacaktir.
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EKLER



EK 1.
1. Laboratuvar Calismalarinda Kullanilan Cozeltiler ve Kimyasallar
1.1. Ethanol-Asetat (pH: 5.2)

Bu ¢ozelti DNA ekstraksiyon asamasinda kullanilmaktadir. Cozelti maddeleri i¢in 3
M NaAc’dan 24.61 gr tartilmigtir. 70 ml ethanol ile eritilerek pH: 5.2°ye

ayarlanmigtir.
1.2. Extraction Buffer (pH: 8)

Bu ¢ozelti DNA ekstraksiyon asamasinda kullanilmaktadir. Cozelti maddeleri icin
100 mM TrisHCI’den 1.58 gr tartilmistir. 1.4 M NaCl’den 8.182 gr tartilmistir. 20
mM EDTA’dan 0.745 gr tartilmistir. % 2’lik CTAB’dan 2 gr tartilmistir. Biitiin
kimyasallar tartildiktan sonra yaklasik 12.507 gr c¢ozelti 50 ml saf su ile
¢Ozdiirtilmiistiir. Sonrasinda % 4’liikk B-mercaptaetanol’den 0.4 ml alinarak 50 ml’lik

saf su ile ¢ozdiirtilen karigima eklenmistir. pH:8’e ayarlanmistir.
1.3. Chloroform-isoamilalkol (24: 1)

Bu ¢ozelti DNA ekstraksiyon asamasinda kullanilmaktadir. C6zelti maddeleri i¢in 24

ml Chloroform ile 1 ml Isoamil alkol birlestirilmistir.
1.4. TAE Buffer

PZR fiiriinlerinin elektroforezinde kullanilmaktadir. Cozelti maddeleri i¢in 0.04 M

Tris-acetate ve 1 mM EDTA, pH:8’e ayarlanmustir.
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