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OZET
Usnea florida (L.) WEBER EX F.H. WIGG TOTAL EKSTRAKTININ ALLELOPATIK
VE GENOTOKSIK ETKILERININ BELIRLENMESI

Tarimsal iiretimde kendiliginden yetisen ve verimi oldukga diisiiren yabani otlarla uzun yillardir
miicadele edilmektedir. Yabani otlarla miicadelede kimyasal {irlinlerin kullanimi nedeniyle
bircok ¢evresel sorun agiga ¢ikmaktadir. Kimyasal iiriinlere alternatif olarak cesitli canlilardan
elde edilen dogal ekstraktlarin biyoherbisit olarak kullanilmasi 6nem kazanmistir. Mantar ve
alglerin bir araya gelmesiyle simbiyotik ortaklik sonucu olusan likenlerden elde edilen dogal
ekstraktlarin antifungal, antimikrobiyal, antigenotoksik, sitotoksik ve allelopatik 6zellikler gibi
biyolojik aktiviteler gosterdigi bilinmektedir. Bu calismada {ilkemizde bulunan ve “sakal
likeni” olarak bilinen Usnea florida (L.) likeninin total aseton ekstraktinin bazi bitki tiirlerinde
tohum c¢imlenmesi iizerindeki etkilerinin ve olas1 genotoksik etkilerinin belirlenmesi
amaglanmistir. Usnea florida liken tiirlinden elde edilen aseton ekstraktinin farkl
konsantrasyonlar1 yabani ot tiirlerinden; Amaranthus retroflexus (horozibigi), Portulaca
oleracea (semizotu), Setaria verticillata (yapiskan ot) ve kiiltiir bitkisi tiirii olan Triticum
aestivum (bugday) tohumlarina uygulanmistir. Genotoksik etkilerin belirlenmesi igin PCR
tabanli molekiiler belirte¢ yontemleri olan ISSR ve RAPD-PCR kullanilmistir. Sonug olarak,
liken total aseton ekstrakti uygulanan yabani otlar ve kiiltiir bitkisi tohum ¢imlenmesi iizerinde
konsantrasyona bagli olarak allelopatik ve genotoksik etkilerin oldugu ortaya ¢ikmistir. Ayrica
Usnea florida total aseton ekstraktinin biyoherbisit olarak kullanim potansiyeli yabani ot tiiriine

gore degisim gostermistir.

Anahtar Kelimeler: Usnea florida, Tohum Cimlenmesi, Allelopati, Genotoksisite, ISSR ve

RAPD-PCR, Biyoherbisit.



ABSTRACT
DETERMINATION OF ALLELOPATHIC AND GENOTOXIC EFFECTS OF Usnea
Sflorida (L.) WEBER EX F.H. WIGG TOTAL EXTRACT

In agricultural production, weeds that grow spontaneously and reduce the yield considerably
have been struggled for many years. Many environmental problems arise due to the use of
chemical products in the fight against weeds. As an alternative to chemical products, the use of
natural extracts obtained from various living things as bioherbicides has gained importance. It
is known that natural extracts obtained from lichens, which are formed as a result of symbiotic
partnership with the combination of fungi and algae, show biological activities such as
antifungal, antimicrobial, antigenotoxic, cytotoxic and allelopathic properties. In this study, it
was aimed to determine the effects of total acetone extract of Usnea florida (L.) lichen, known
as “beard lichen”, on seed germination and potential genotoxic effects in some plant species.
Different concentrations of acetone extract obtained from the Usnea florida lichen species were
applied to the seeds of the weed species Amaranthus retroflexus (redroot pigweed), Portulaca
oleracea (common purslane), Setaria verticillata (bristly foxtail) and the cultivar Triticum
aestivum (wheat). ISSR and RAPD-PCR, which are PCR-based molecular marker methods,
were used to determine the genotoxic effects. As a result, it was revealed that lichen total
acetone extract had allelopathic and genotoxic effects on weeds and cultivated plant seed
germination depending on the concentration. The potential for use of Usnea florida total

acetone extract as a bioherbicide varied according to the weed species.

Keywords: Usnea florida, Seed Germination, Allelopathy, Genotoxicity, ISSR and RAPD-
PCR, Bioherbicide.



ICINDEKILER

Sayfa

ONSOZ ...ttt i
L0 /2 D LSS ii
ABSTRACT ...ttt ettt sttt et sbe e st e st e e bt e saeeeeees iii
TCINDEKILER ...t e et eenes s eesees iv
TABLOLAR LISTESI ......ooooiiiiiiiiiieec sttt vii
SEKILLER LISTESI ... ix
KISALTMALAR VE SIMGELER LISTESI ......co.ovoiiiiiiirnnneseeeees xiii
LUGHRIS ..ot 1
L1, LIKENICT .uuueineeiniiiiiiiiiininneicnnisnecnesssnssssisssssssessssssssesssnssssssssassssssssassssssssassssssssassssssss 2
1.1.1. Liken Sekonder BileSIKIeri.....cccccoeerrrunniiiicnssissssnnnniiccsssssssssnsssssscsssssssssassssscsssssssnses 2
1.1.2. Liken Sekonder Bilesiklerinin Kullamim Alanlar ve Biyolojik Aktiviteleri..... 4

) 0 N | (3 1) 4 o R 5
1.2.1. Allelokimyasal Maddeler.........ccuieoeiiiieiissnnissnicssnnccssnnisssnnesssnessssncssssncssssncssssnes 5
1.2.1.1. FenoliK BileSIKIEr .....ccuuueeiiiiieiiiiicnsnnneiiccccssssssnsssssecssssssnsssssssccsssssssassssssssssssssens 6
1.2.1.2. Usnik Asit ve Liken Metabolitleri.........cceievveiivserinserinsercssnrcssnncssneecssnnnenns 6
1.2.1.3. FIAVANOIALLY ...cuuuereunriiiinriiinenisnrinsnnicssnnicssneessssnesssnessssnessssnsssssssssssssssssssssssscses 6
1.2.1.4. AIKALOIAICT ..uuccueeennreesnirineiennstecsnnissneissncssseessnssssesssnsssseessnsssassssassssesssnssssssssasanns 6
1.2.1.5. KUMATINIET .ccuuueiniiiniiiiiinenniecsinnaensnecsssecsessssesssecssseessessssssssassssessssssssssssassnns 6
1.2.1.6. TANCNIET c.ccuueeneeenrecrnirineisunnssnecsnnsssaecssecsssecssnssssssssnssssesssnsssassssassssessassssassssasanns 6
1.2.1.7. Terpenoidler ve Steroidler..........iienveeicsvrenssnrcsssercssersssencsssssssssssssssssssnsssses 7

1.2.2. Allelokimyasallarin SAlinmMa Yollari.......cceiccccecciverccssnncsssnncssnnsssnncssssscssssssssnsses 7
1.2.3. Allelopati Olusumunu Etkileyen FaKtorler .........ceccccveecsvercssnrcssnrcssnercsssescsnnses 7
1.2.4. Allelokimyasallarin EtKi SEKIlleri .....cccovvericrivrnrricissnriccsssnnricsssnnrccssssnsecsssnssscsnns 7
1.2.5. Biyolojik Miicadelede Allelopatinin Kullanimil.........cccoccceeecsissnerccsssnseccssnssecsnns 8

1.3. GENOTOKSISITE ceuureriruercssnrecssneenssnneissanessnncssnnesssneesssnecsssnesssssessssssssssssssssesssssnsssssssssssnssses 9



1.4. MoleKiller BelirteCler .......eiicinneeiicnsrnriccsssansecsssnsecsssssssecsssssssssssssssssssssnssssssssssssssssanss 10

1.4.1. Hibridizasyona Dayali Molekiiler Belirtecler: ........cccoevuevsueiseecsuerseeisuecseecnnns 10
1.4.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonuna (PCR) Dayal Molekiiler Belirtecler: ........... 10

2. LITERATUR ORNEKLERI.......oooiiiiiiiniisees e 15
2.1, CAlISMANIN AINACL . cueeeeeeeereeessssscssansssseacsssssssssssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasssssssssss 21
3. MATERYAL VE METOT ...ttt 22
3.1. Calismada Kullanilan Liken ve Bitki OrnekKIeri........co.oceueeeuereeresesesesessesesesesessesens 22
3.2. Liken Ekstraktinin Hazirlanmasl ......ccoeieiveicnseicssnicssnnccssnnssssansssssssssssssssssssssnsssssnss 23
3.3. Cimlendirme Uygulamalari.......cccocceeiicsicsnniccsssnreccsssnnsscsssssssessssssssssssssssssssssssssssssases 23
3.4, IStAtIStIKSEl ANALIZ..couerncrrecrncinnciscnnnisncascsssisenscsssssssssssssesssssssessssssssssssssssssssssssssssssssss 24
3.5. DNA IZOIASYONU c.uuvrrererereerrrrreresrereressssssssesessssssssassssssssssssessssssssssasessssssssssssesssssssssessssses 24
3.6. DNA MIKtar OICHIML.....ceerererreereserersaeresesesessesesesssessasessssssssssasesessssssssesessssssssaseseseses 25
3.7. PCR ANALIZICT I cccuueerinunriissnnninniicssnnesssnnecsnncssssiessssncsssssessssecssssssssssssssssesssssessssssssssssssses 26
3.7.1. ISSR PCR ANALIZI ccccouviinninsiinninininsninsnnnssnnsssicsssnssssssssnssssessssssssssssssssssssssssssssssssns 26
3.7.2. RAPD PCR ANALIZI ccoueerurcsuinisnensunnssnecsnnssnnnsecsssecssnsssansssessssesssnssssssssssssssessassssenss 27
3.7.3 PCR Sonuclarinin Yorumlanmasl......ccccceceeeeeeececccsscssansessecccsssssnssssssccssssssonsansans 29

4. BULGULAR ...ttt ettt et s ittt sat et esaeeenee s 30
4.1. Liken Ekstraktinin Bitkilerdeki Tohum Cimlenme Uzerine EtKisi.........cccoeereuenes. 30

4.1.1. Liken Ekstraktinin Amaranthus retroflexus (Horozibigi) Tohum Cimlenmesi

UZETINE FLKIST 1eveveerereereeserseseesessensensossssensssssessssessessenssnsssensensssessanssessessssssssssesssessenssnsses 30

4.1.2. Liken Ekstraktimin Portulaca oleracea (Semizotu) Tohum Cimlenmesi Uzerine

EKISLcueeieenuineennnsueninseesnennesnnssessnssnessessscssnsssessasssssssessssssasssessasssssssessasssasssessasssssssessasss 32

4.1.3. Liken Ekstraktimin Setaria verticillata (Yapiskan Ot) Tohum Cimlenmesi
UZETINE ELKIS coucvrecnecenncnninsciscssisscsscsssisssssessssssssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssses 34

4.1.4. Liken Ekstraktimin Triticum aestivum (Bugday) Tohum Cimlenmesi Uzerine

EKISHu eueeeeeiiieeiiinnnsnnnetiiecesssssssnnssssscesssssssssssssssscsssssssnssssssscsssssssnsasssssssssssssssnsssssssssssssssnsanssns 36
4.2. DNA izolasyonu Sonucu DNA Miktar ve Saflik Ol¢iimil ......eceeveeuererreserensesesessenes 38
4.3. ISSR ve RAPD PCR ANALIZIETi c.ccoovvuniecrirnniccsssnreccsssansecssssassesssssasssssssssssssssssssasssnanes 39



4.3.1. Amaranthus retroflexus (Horozibigi) ISSR ve RAPD PCR Analizleri............. 39

4.3.2. Portulaca oleracea (Semizotu) ISSR ve RAPD PCR Analizleri.........ccccvuereennne. 50
4.3.3. Setaria verticillata (Yapiskan Ot) ISSR ve RAPD PCR Analizleri................... 62
4.3.4. Triticum aestivum (Bugday) ISSR ve RAPD PCR Analizleri..........cccceeeunereennnee 74
5. TARTISMA VE SONUC ...ttt ettt ettt siee e et eseteebeesneeeseens 86
KAYNAKCA ..ttt e b e sttt et e bt e st et e st e e beesaeeeneens 96

Vi



TABLOLAR LiSTESI

Sayfa
Tablo 3.1. 2X CTAB tamponu (50 ml) bilesenleri...........ccoeviriieniiiiiienieeiieieeieeeeeeee 24
Tablo 3.2. Calismada kullanilan ISSR primerlere ait bilgiler ............cccoeevevviieiiieiiieniieieeens 26
Tablo 3.3. ISSR PCR DileSeNnIeri .......ccccouviiiiiiiiiicce e e 26
Tablo 3.4. ISSR PCR dongli KOSUIATT........cceeviiriiiiiiiicicecceceeeeeee e 26
Tablo 3.5. Calismada kullanilan RAPD primer liStesi ........ccceeevveerireiiienieeiieieeieeeeeieee 27
Tablo 3.6. RAPD PCR bileSENIEI........cceiuiiieiiiieiieceiee ettt 27
Tablo 3.7. RAPD PCR Dongii Kosullart........c.ccccvieeiiiiiiiieiieceeeee e 27

Tablo 4.1. Usnea florida aseton ekstraktinin A. retroflexus tohumlar izerindeki ¢cimlenme

yiizdesi (Ortalama =+ standart hata)............coocieiiiiiiiiiiiiie e 31

Tablo 4.2. Liken ekstraktinin A. retroflexus tohumlari tizerindeki ¢imlenme etkisinin

konsantrasyonlar arasindaki farkliligin belirlenmesinde varyans analizi sonuglar1 (p<0,05)..31

Tablo 4.3. Usnea florida aseton ekstraktinin P. oleracea tohumlari tizerindeki ¢imlenme

yiizdesi (Ortalama =+ standart hata)............oociiiieiiiiiiiie e 32

Tablo 4.4. Liken ekstraktinin P. oleracea tohumlari {izerindeki ¢imlenme etkisinin

konsantrasyonlar arasindaki farkliligin belirlenmesinde varyans analizi sonuglar1 (p<0,05).. 33

Tablo 4.5. Usnea florida aseton ekstraktinin S. Verticillata tohumlar tizerindeki ¢imlenme

yiizdesi (Ortalama + standart hata)............coocuieiiiiiiiniine e 34

Tablo 4.6. Liken ekstraktinin S. verticillata tohumlari iizerindeki ¢imlenme etkisinin

konsantrasyonlar arasindaki farkliligin belirlenmesinde varyans analizi sonuglar1 (p<0,05).. 35

Tablo 4.7. Usnea florida aseton ekstraktinin 7. aestivum tohumlari tizerindeki ¢imlenme

yiizdesi (Ortalama =+ standart hata)............coocieiiiiiiiiiii e 36

Tablo 4.8. Liken ekstraktinin 7. aestivum tohumlar1 lizerindeki ¢imlenme etkisinin

konsantrasyonlar arasindaki farkliligin belirlenmesinde varyans analizi sonuglar1 (p<0,05).. 37

Tablo 4.9. Yabani otlardan ve kultur bitkisinden izole edilen DNA ’larin miktar ve saflik

OIGTUM SOMUGIATT ...ttt ettt e et e et e e e b e e eaae e eabaeeeaaeeesaseeesnseeennns 38
Tablo 4.10. 4. retroflexus bitkisi PCR analizleri polimorfik bant sayis1 ve GKS degerleri.... 49

Tablo 4.11. P. oleracea bitkisi PCR analizleri polimorfik bant sayis1 ve GKS degerleri....... 61



Tablo 4.12. S. verticillata bitkisi PCR analizleri polimorfik bant sayis1 ve GKS degerleri.... 73

Tablo 4.13. T. aestivum bitkisi PCR analizleri polimorfik bant sayis1 ve GKS degerleri....... 85

viii



SEKILLER LISTESI

Sayfa
Sekil 1.1. Liken sekonder bilesiklerinin biyosentez yolaklart .............ccccoevevieniiiiiiinieniienee. 3
Sekil 1.2. PCR dOngii @$amMalari...........cccueevuieriiiiiienieeiieiie ettt eete et e sve e e seseeseessneenseens 11
Sekil 3.1. Liken Usnea florida genel g0rinlimu .........c.ceeeveeeiieeeiieeeiieeeieeeeiee e esvee e 22
Sekil 3.2. Liken ekstraktinin eppendorflara aktartlmasi ............ccoccveeiieriienciienieniiieieeieeiens 23
Sekil 3.3. Thermo GeneRuler 100 b¢ DNA Ladder Plus........cc.oooeiiiiiiiiiiiiceeeeee e 28

Sekil 4.1. Usnea florida aseton ekstraktinin 4. retroflexus tohum ¢imlenme iizerindeki etkileri

(14, GUIN) wnteieeeeetee ettt ettt e a e s ht et et e s bt et e e st e s bt et e e st e bt et e saeenaes 30
Sekil 4.2. 4. retroflexus ortalama ¢imlenme yiizdesi grafigi........ccccoeevevieniiienienciieniieeieeneens 31

(8 1173 I PRSP RPR 32
Sekil 4.4. P. oleracea ortalama ¢imlenme yiizdesi grafigi ........ccoccveviieniiencieenieniieieeieeiens 33

Sekil 4.5. Usnea florida aseton ekstraktinin S. verticillata tohum ¢imlenme iizerindeki etkileri

(14, G wnteteeee ettt ettt ettt bttt b e e bt bttt e e nb e st st e b ebeeae s 34
Sekil 4.6. S. verticillata ortalama ¢imlenme ylizdesi grafigi......c.cccocevveevirviinieencncnecneneenne. 35

Sekil 4.7. Usnea florida aseton ekstraktinin 7. aestivum tohum ¢imlenme {lizerindeki etkileri

[ 1113 ISR 36
Sekil 4.8. T. aestivum ortalama ¢cimlenme ylizdesi grafigi .........ccceveveevcieencieeniieeeiee e, 37

Sekil 4.9. Liken ekstraktinin farkli konsantrasyonlarinda ¢imlenen horozibigi bitki

DNA’lariin ISSR 810 ve 813 primerleri ile yapilan PCR jel goriintiisii ve olusan bant

PLOTTIIETI ..ttt ettt et e et e et e esbeesabeesbeeesseensaeesseesseessseenseessseenns 39
Sekil 4.10. ISSR-PCR 810 primerinden olusan dendogram .............ccceevevveeecieeenciieenieeeeeee e, 40
Sekil 4.11. ISSR-PCR 813 primerinden olusan dendogram ..........ccccceceevveeveneenenicneeniennene. 41

Sekil 4.12. Liken ekstraktinin farkli konsantrasyonlarinda ¢imlenen horozibigi bitki
DNA’larinin ISSR 812 ve 815 primerleri ile yapilan PCR jel goriintiisii ve olusan bant
J0 00} 41 1[5 5 PSSR 42

Sekil 4.13. ISSR-PCR 812 primerinden olusan dendogram ..........ccccceceeveeveneenenicneeniennenne. 43



Sekil 4.14. ISSR-PCR 815 primerinden olusan dendogram ............cccceevveeviienienieenieenreennens 44

Sekil 4.15. Liken ekstraktinin farkli konsantrasyonlarinda ¢imlenen horozibigi bitki

DNA’larinin RAPD OPA2 ve D11 primerleri ile yapilan PCR jel goriintiisii ve olugan bant

O T0) 11 (<3 5 DO P PO SUURRRRPRR 44
Sekil 4.16. RAPD-PCR OPA2 primerinden olusan dendogram.............ccceecvvevueeriienieeneeennnens 45
Sekil 4.17. RAPD-PCR D11 primerinden olugsan dendogram.............cccccveeeciveeriieencneeennneeenne, 46

Sekil 4.18. Liken ekstraktinin farkli konsantrasyonlarinda ¢imlenen horozibigi bitki

DNA’larinin RAPD PM3 ve PM10 primerleri ile yapilan PCR jel goriintiisii ve olusan bant

JT0 ) 11 (<3 6 DO P USRI RPPRR 47
Sekil 4.19. RAPD-PCR PM3 primerinden olusan dendogram .............ccceevcveenieeniienieenieennnens 48
Sekil 4.20. RAPD-PCR PM10 primerinden olusan dendogram ...........c.ccceeeevvveeiieenneeennnnenne. 49

Sekil 4.21. Liken ekstraktinin farkli konsantrasyonlarinda ¢imlenen semizotu bitki

DNA’lariin ISSR 812 ve 813 primerleri ile yapilan PCR jel goriintiisii ve olusan bant

PLOTTIIOTT ...ttt e et e et e e s aaeesbeesabeesseassseensaeesseenseessseenseensseenns 50
Sekil 4.22. ISSR-PCR 812 primerinden olusan dendogram ...........ccceevevveercieeiciieenieeeeneenne, 51
Sekil 4.23. ISSR-PCR 813 primerinden olusan dendogram ..........ccccceceeveeieneencnieneenieneene. 52

Sekil 4.24. Liken ekstraktinin farkli konsantrasyonlarinda ¢imlenen semizotu bitki

DNA’larinin ISSR 814 ve 815 primerleri ile yapilan PCR jel goriintiisii ve olusan bant

J0 00§11 1< PSRRI 53
Sekil 4.25. ISSR-PCR 814 primerinden olugan dendogram ..........ccccceceevveevieneencnicneeniennene. 54
Sekil 4.26. ISSR-PCR 815 primerinden olusan dendogram............cccceevvieniienieniienienieeens 55

Sekil 4.27. Liken ekstraktinin farkli konsantrasyonlarinda ¢imlenen semizotu bitki

DNA’larinin RAPD OPA2 ve D11 primerleri ile yapilan PCR jel goriintiisii ve olusan bant

102403 11 L3 DO OSSPSR 55
Sekil 4.28. RAPD-PCR OPA2 primerinden olusan dendogram.............ccceecueeviieniieniienneennens 56
Sekil 4.29. RAPD-PCR D11 primerinden olusan dendogram............cccccceevvveniieniienieenneennens 57

Sekil 4.30. Liken ekstraktinin farkli konsantrasyonlarinda ¢imlenen semizotu bitki
DNA’larinin RAPD PM3 ve PM10 primerleri ile yapilan PCR jel goriintiisii ve olusan bant
PLOTTLIETI ..ttt ettt ettt et e e sab e et e e e st e enbaessbeenbeasnseenseesnseenne 58



Sekil 4.31. RAPD-PCR PM3 primerinden olusan dendogram .............cccceevvvverienieenieenneennens 59
Sekil 4.32. RAPD-PCR PM10 primerinden olusan dendogram ............ccceeeevveeviieenieeennneenne. 60

Sekil 4.33. Liken ekstraktinin farkli konsantrasyonlarinda ¢imlenen yapiskan ot bitki
DNA’lariin ISSR 810 ve 813 primerleri ile yapilan PCR jel goriintiisii ve olusan bant
PLOTTIIOTI ..ttt et et e et e et eestaeebeessbeesbeeesseensaeesseenseessseensaensseenns 62

Sekil 4.34. ISSR-PCR 810 primerinden olusan dendogram .............ccceeveuveerciieenciieenieeceeeeenne, 63

Sekil 4.35. Liken ekstraktinin farkli konsantrasyonlarinda ¢imlenen yapiskan ot bitki
DNA’lariin ISSR 815 ve 814 primerleri ile yapilan PCR jel goriintiisii ve olusan bant

PLOTTLIETI ..ttt ettt e et e e sab e et e e s sbeenbaesnbeenbeasnneenseeenseenne 64
Sekil 4.36. ISSR-PCR 815 primerinden olusan dendogram .............cccceevveeriieniieniienieenreennens 65
Sekil 4.37. ISSR-PCR 814 primerinden olusan dendogram .............cccevevveeciveenciieenieeeeeeeenee, 66

Sekil 4.38. Liken ekstraktinin farkli konsantrasyonlarinda ¢imlenen yapiskan ot bitki
DNA’larinin RAPD D11 ve OPA2 primerleri ile yapilan PCR jel goriintiisii ve olugan bant

PLOTTIIOTI ..ttt ettt et e et e et e e s aaeesbeesabeesseassseensaeesseesseessseenseessseenns 67
Sekil 4.39. RAPD-PCR D11 primerinden olugsan dendogram..........c..ccccveevcrveeeiiennneeenneenne, 68
Sekil 4.40. RAPD-PCR OPA2 primerinden olusan dendogram...........ccceeceereenienvcnecnennenne. 69

Sekil 4.41. Liken ekstraktinin farkli konsantrasyonlarinda ¢imlenen yapiskan ot bitki
DNA’larinin RAPD PM3 ve PM10 primerleri ile yapilan PCR jel goriintiisii ve olusan bant

J0 00 41 1 1< PSSR 70
Sekil 4.42. RAPD-PCR PM3 primerinden olusan dendogram ..........ccccceueeveenvenenicnecniennenne. 71
Sekil 4.43. RAPD-PCR PM10 primerinden olusan dendogram..............cccecveevuieniieniienneennnens 72

Sekil 4.44. Liken ekstraktinin farkli konsantrasyonlarinda ¢imlenen bugday bitki DNA’larinin

ISSR 812 ve 815 primerleri ile yapilan PCR jel goriintiisii ve olusan bant profilleri.............. 74
Sekil 4.45. ISSR-PCR 812 primerinden olugan dendogram ..........cc.ccoceeveeeeneenenicnecniennenne. 75
Sekil 4.46. ISSR-PCR 815 primerinden olusan dendogram ............ccccceevveeviienieniieniienieeiens 76

Sekil 4.47. Liken ekstraktinin farkli konsantrasyonlarinda ¢imlenen bugday bitki DNA’larinin
ISSR 813 ve 814 primerleri ile yapilan PCR jel goriintiisii ve olusan bant profilleri.............. 77

Sekil 4.48. ISSR-PCR 813 primerinden olugan dendogram ..........ccccceceevveeieneenenicneenieneene. 78

xi



Sekil 4.49. ISSR-PCR 814 primerinden olusan dendogram ............cccceevvievciieneenciienieenieennens 79

Sekil 4.50. Liken ekstraktinin farkli konsantrasyonlarinda ¢imlenen bugday bitki DNA’larinin
RAPD PM3 ve OPA2 primerleri ile yapilan PCR jel goriintiisii ve olusan bant profilleri...... 80

Sekil 4.51. RAPD-PCR PM3 primerinden olusan dendogram............ccccceevieeriieniienieenieennens 81
Sekil 4.52. RAPD-PCR OPA2 primerinden olusan dendogram.............ccceeevvevreeriienieenneennens 81

Sekil 4.53. Liken ekstraktinin farkli konsantrasyonlarinda ¢imlenen bugday bitki DNA’larinin
RAPD PM10 ve D11 primerleri ile yapilan PCR jel goriintiisii ve olusan bant profilleri........ 82

Sekil 4.54. RAPD-PCR PM10 primerinden olusan dendogram ...........ccccceceeveeverienecuennenne. 83

Sekil 4.55. RAPD-PCR D11 primerinden olusan dendogram.............ccccceevieeniieniienieenneennens 84

xii



KISALTMALAR VE SIMGELER LISTESI
AFLP: Amplifiye par¢a uzunluk polimorfizmi
CTAB: Cetyltrimethylammonium bromide

DNA: Deoksiribontikleikasit
EDTA: Etilendiamin tetraasetik asit
GKS: Genomik kalip stabilitesi

ISSR: Basit dizi tekrarlar1 aras1 polimorfizm
MgClz: Magnezyum kloriir
NaCl: Sodyum klortir

PCR: Polimeraz zincir reaksiyonu
PVP: Polyvynil pyrodine
RAPD: Rastgele cogaltilmis polimorfik DNA

RFLP: Restriksiyon parc¢a uzunluk polimorfizmi

SSR: Basit dizi tekrarlari
TBE: Tris borik asit EDTA
mbar: Milibar

mg: Miligram

ml: Mililitre

ng: Nanogram

nm: Nanometre

rpm: Dakikadaki devir sayisi
pg: Mikrogram

pl: Mikrolitre

puM: Mikromolar

xiii



1.GIRIS

Diinya genelinde niifusun artmasi nedeniyle giinlimiiz sorunlarindan biri de tarim
alanlarindan olabildigince yiliksek oranda ve kalitede iirlin almak i¢in bitki {iretiminde
kullanilan kimyasal maddelerdir. Tarim alanlarinin giderek azalmasi ve bu sebeple mevcut
alanlardan en verimli sekilde yararlanabilmek amaciyla her tiirlii zarar verici etmene karsi
kullanilan pek ¢ok kimyasal madde bulunmaktadir. Zarar verici etmenlerin basinda yabani otlar
gelmektedir. Yabani otlar istenmeyen yerlerde kendiliginden yetisirler ve kiiltlir bitkileri ile
rekabete girerek, bu bitkilerin biiylimelerini 6nemli miktarda azaltirlar. Yabani otlarin
siirlandirilmast amaciyla herbisitlerin kullanimi oldukca yaygindir. Herbisit miktarinin
arttirtlmasi ve kullanimindan kaynaklanan hatalar nedeniyle insan sagliginda ve ekosistemde
kalic1 hasarlar birakan sentetik herbisitlerin yabani otlarla miicadelesi giderek tehlikeli hale
gelmektedir. Bu miicadelede, sentetik liriinler yerine dogada kalici etki birakmayan dogal
tiriinlerin kullaniminin arastirilmasi hem insan sagligi hem de ekosistem i¢in olduk¢a dnem
tagimaktadir. Bu nedenlerden dolay1 ‘allelopati’ ¢alismalar1 dikkat ¢ekmektedir. Rice 1984
yilinda allelopatiyi “bir bitkinin digerini (veya bir mikroorganizmanin digerini) ¢evreye saldigi
kimyasal bilesiklerle dolayli olarak veya dogrudan zararli ya da yararli olarak etkilemesi”
seklinde tanimlamistir (Chou, 2006: 1). Salgilanan kimyasal maddeler allelokimyasal maddeler

olarak isimlendirilmektedir.

Allelokimyasallarin iiretiminden sonra biyolojik parcalanma siireleri oldukca kisa
oldugu icin ¢evreye zarar vermeyerek saglik agisindan olumsuz bir durum olusturmamaktadir
(Topal, 2011: 23). Allelopati ¢aligmalar yabani otlar ve kiiltiir bitkileri tizerinde bitkisel tiretim
acisindan etki mekanizmalar1 ortaya konularak caligilmaktadir. Arastirmalar genel olarak bazi
kiltlir bitkileri ile yabani otlar arasinda gergeklesmistir. Ancak allelopatik etkinin sadece
bitkiler arasinda olmadigi bitkilerin; bakteri, fungus, liken gibi canlilardan da allelopatik olarak

etkilendigi ortaya ¢ikmustir.

Likenlerin bir¢ok alanda kullanildig:i bilinmektedir. Urettikleri sekonder bilesikler;
antimikobakteriyel, antiviral, antiproliferatif, antienflamatuar, analjezik, antikanser,
antigenotoksik, antifungal, sitotoksik ve allelopatik ozellikler gibi ¢ok ¢esitli biyolojik
aktiviteler gostermektedir (Bhattacharyya vd., 2016: 29). Bu biyolojik aktivitelerin tarimsal
tiretimde zarar verici etmenlere karsi koruyucu etkisi oldugu bilinmektedir (Kalra vd., 2021:
779). Sentetik herbisitlerin yikici etkisine karsi likenlerin tirettigi dogal bilesiklerin biyoherbisit
olarak kullanim potansiyeli tasidig1 ¢esitli aragtirmalarla gosterilmektedir (Dayan ve Romagni,

2001: 232).



1.1. Likenler

Likenler, mantar ile alg veya siyanobakteri birlikteligiyle tek bir tallus olusturmak tlizere
bir araya gelen simbiyotik ortakliktir. Likenin mantar ortagina mikobiyont, fotosentetik
ortagina (siyanobakteri veya alg) fotobiyont ad1 verilir. Mikobiyont bileseni; tallusun ihtiyact
olan su, COz, mineral gibi maddelerin ulagimindan sorumludur. Fotobiyont bileseni ise klorofil
yoluyla tirettigi organik maddeleri ve oksijeni tallusa ulastirmaktadir (Cansaran Duman, 2008:
44). Liken birlikteligindeki mantar ortagi likenin biiyiik bir kismini olusturmasi nedeniyle
likenler mantarlarin bir yasam formu olarak Fungi aleminde siniflandirilmaktadir (Boustie ve
Grube, 2005: 273). Likenler c¢ok c¢esitli ekstrem sartlarda yasamlarimi siirdiirerek
cogalabilmektedir (Isik, 2021: 4). Karasal bolgelerden sucul bolgelere kadar mikobiyont ve

fotobiyont ortaklarinin tek basina biiyliyemedigi yerlerde bile gelisim gosterirler.

1.1.1. Liken Sekonder Bilesikleri

Likenler ¢esitli biyolojik maddeler sentezlemektedirler ve bu maddelerin ¢ogu likenin
mikobiyont ortagina 6zgiidiir (Thakur ve Changer, 2021: 40). Sentezlenen {iriinler primer ve
sekonder bilesikler olarak isimlendirilmektedir. Primer bilesikler diger canlilarda da bulunan;
karbonhidrat, protein, lipit gibi yapisal olarak iiretilen bilesiklerdir. Cogu suda ¢dziinebilen ve
ekstrakte edilebilen bilesiklerdir (Levent Kolukisa, 2019: 6). Sekonder bilesikler ise gorevleri
tam olarak bilinmemekle beraber; savunma, hayatta kalma, adaptasyon gibi siireclerde
sentezlenen bilesiklerdir (Cobanoglu Ozyigitoglu vd., 2016: 151). Sudaki ¢oziiniirliigii diisiik
bilesiklerdir ve organik ¢oziiciilerde ekstrakte edilirler (Goga vd., 2020: 182). Uretilen sekonder
bilesikler genel olarak asit Ozellikte olmalar1 nedeniyle ‘liken asitleri’ olarak
isimlendirilmektedir. Asit 6zellikleri sayesinde kayalar1 eritip parcalayarak toprak olusumunda
onemli rol oynamaktadirlar. Kayalik ortamlarin bitkiler tarafindan kaplanmasinda ve

ortiilmesinde onciil canlilar olduklarindan ekolojik 6neme sahiptirler.

Likenin mikobiyont ortagi olan mantar, siyanobakteri veya alg ortaginin trettigi
karbonhidrati kullanarak Pentoz Fosfat Yolu veya Glikoliz dongiilerine (Sekil 1.1.) girerek
sekonder bilesiklerin sentezlenmesini saglar (Shukla vd., 2014: 27). Liken sekonder
bilesiklerinin ¢ogu likenin mantar ortagina 6zgii olup, Asetil Polimalonil (Poliketid),
Mevalonik Asit ve Sikimik Asit Yolagi olmak iizere ii¢ sentez mekanizmasi mevcuttur (Kalra

vd., 2021: 775).
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Sekil 1.1. Liken sekonder bilesiklerinin biyosentez yolaklar

Kaynak: (Cobanoglu Ozyigitoglu vd., 2016: 153)

Asetil Polimalonil (Poliketid) Yolagi: Liken sekonder bilesiklerinin ¢ogu Poliketid yoluyla
sentezlenmektedir. Baslica; depsid, depsidon, dibenzofuran sinifina ait olan bu bilesikler,
mantar ortag1 tarafindan sadece alglerle eslestirildiginde iiretilmektedir (Shukla vd., 2010: 304).
Poliketid yolaginda Malonil-CoA ve Asetil-CoA molekiilleri birleserek ana zinciri olustururlar
(Cobanoglu Ozyigitoglu vd., 2016: 153). Bilesiklerin bir kismi iki veya ii¢ orcinol veya p-
orcinol molekiillerinin ester, eter ve C-C baglarinin olusmasiyla tiretilir (Rankovi¢ ve Kosanic¢,
2019: 9). Asetil polimalonil yolagindaki bilesiklerin yapisal yollar1 tam olarak netlesmemistir,
bu nedenle siklikla karsilagilan bircok kimyasal yapiya ortak isimler verilmektedir (Shukla vd.,
2014: 28).



Mevalonik Asit Yolagi: Sekonder bilesiklerin az bir bdliimii bu yolakla sentezlenir. Ozellikle
terpenlerin sentezinde bu yolak etkilidir (Thakur ve Changer, 2021: 41). Bu yolla iiretilen diger
bilesiklerin i¢inde karoten, steroller ve triterpenlerde bulunmaktadir (Rankovi¢ ve Kosani¢,
2019: 14). Mevalonik asit yoluyla iiretilen bilesiklerin bir kism1 diger canlilarda iiretilenlerle

ortaktir (Cobanoglu Ozyigitoglu vd., 2016: 154).

Sikimik Asit Yolagi: Bu sentez yolagi, mikroorganizmalar ve bitkiler tarafindan kullanilir
(Goga vd., 2020: 200). Olusan liken bilesikleri pulvinik asit ve terfenilkinondur, bilesikler
fenilpirtivik asidin flizyonuyla iiretilir (Shukla vd., 2010: 304). Likenlerdeki en yaygin olan sar1
renkli pigment bu yolak sonucunda iiretilir (Shukla vd., 2014: 28) ve Stictaceae familyasinin

biiylik boliimiinii olusturur (Thakur ve Changer, 2021: 40).
1.1.2. Liken Sekonder Bilesiklerinin Kullamim Alanlari ve Biyolojik Aktiviteleri

Urettikleri bilesiklerle bir¢ok etkiye sahip oldugu bilinen likenlerin cesitli alanlarda
kullanildig1 bilinmektedir (Tigre vd., 2012: 125). Likenler ekolojik olarak toprak ve bitki
ortiistiniin olusumunda onciiliik etmektedir (Cansaran Duman, 2008: 44). Ekonomik olarak
gecmiste Yunanlilar tarafindan boya maddesi olarak kullanilmistir, glinlimiizde ise bu alanda
liken kullanimi giderek azalmistir. Parfiim ve kozmetik sanayisinde ge¢misten giiniimiize halen
kullanim1 devam etmektedir (Elix ve Stocker Worgétter, 2008: 132-133). Likenler ayrica hava
kirliliginin ne derecede oldugunun belirlenmesinde de kullanilmaktadir (Cansaran Duman,
2008: 44). Yogun radyasyona kars1 etkili oldugu (Molnar ve Farkas, 2010: 157) ve bazi liken
tirlerinin UV-B radyasyonunu absorbe ederek i¢ kisimdaki alg tabakasini korudugu

bilinmektedir (Shukla vd., 2010: 310).

Likenler tip alaninda 6nemli yere sahiptir. Gegmiste yaygin olarak yaralarin, cilt
bozukluklarinin, solunum ve sindirim rahatsizliklarinin tedavisinde bir¢ok kez kullanilmistir
(Crawford, 2019: 36). Son yillarda ise biyoteknoloji alaninda ve hastaliklarin tedavisinde
likenlerden elde edilen dogal bilesiklerden yararlanmak amaciyla ¢aligmalar artmistir (Sekerli

vd., 2017: 95).

Likenlerin iirettigi sekonder bilesiklerin c¢ok c¢esitli biyolojik aktiviteleri yapilan
arastirmalarla her gecen giin daha fazla aciga cikarilmaktadir. Likenlerden elde edilen
ekstraktlar; antimikrobiyal, antibakteriyel, antiviral, antikanser, antioksidan, anti-inflamatuar
(Thakur ve Changer, 2021: 41), sitotoksik (Boustie ve Grube, 2005: 273) ve allelopati
(Bhattacharyya vd., 2016: 34) gibi farkl1 alanlarda biyolojik aktiviteler gdstermektedir.



1.2. Allelopati

Allelopati kelimesi Eski Yunanca allelon (bir digerine) ve pathos (zarar vermek)
kelimelerinin birlesiminden olusmustur. Allelopati terimi ilk kez Molisch tarafindan 1937
yilinda ortaya atilmis ve allelopatiyi “bitkiler veya mikroorganizmalar arasindaki olumlu veya

olumsuz etkilesimler” olarak tanimlamistir (Chou, 2006: 1).

1996'da Uluslararas1 Allelopati Dernegi, allelopatiyi: “Tarimsal ve biyolojik sistemlerin
bliylimesini ve gelismesini etkileyen, pozitif ve negatif etkiler dahil olmak {iizere bitkiler,
mikroorganizmalar, viriisler ve mantarlar tarafindan iretilen ikincil metabolitleri igeren bir
stire¢” olarak tanimlamaktadir (Kruse vd., 2000: 7). Allelopati; ototoksidite ve heterotoksidite
olmak iizere iki sekilde olugsmaktadir. Ototoksidite, bitkinin tiretmis oldugu kimyasal maddenin
aym tlirden bitkiyi negatif olarak etkileme durumudur. Heterotoksidite ise baska tiirden
bitkilerin negatif yonde etkilenme durumudur (Temel ve Tan, 2004: 105). Allelopati 6zellikle
baz1 bitkilerin tipik 6zelligidir. Allelopatik iliskiler bitki topluluklarinda belirli tiirlerin dagilimi

ve yogunluk olusturmasinda 6nemli bir faktordiir.

1.2.1. Allelokimyasal Maddeler

Allelopatik etki, bitkilerin iiretmis oldugu baz1 kimyasal maddeler sayesinde
gerceklesmektedir.  Uretilen  kimyasal maddelere  ‘allelokimyasal’  denilmektedir.
Allelokimyasal maddeler diger bitkilerin biiylimesine ve gelismesine miidahale etmektedir
(Pezikoglu, 2008: 361). Cogu istilaci tiirlin basarisinda olduk¢a Onemli yere sahip olan
allelokimyasallar; yaprak, sap, rizom, kok, ¢igek, meyve ve tohum gibi bitkinin dokularinda
bulunmaktadir. Allelokimyasallar diger canlilara dogrudan iletilebildigi gibi toprakta bazi

degisimlere ugradiktan sonra da iletilmektedir.

Allelokimyasallarin iiretiminden sonra biyolojik pargalanma siireleri oldukg¢a kisa
oldugu i¢in ¢evreye zarar vermeyerek saglik agisindan olumsuz bir durum olusturmamaktadir
(Topal, 2011: 24). Bu sebeple allelopati ¢alismalart her gegen giin artmaktadir, 6zellikle yabani
otlara kars1 kullanilan kimyasallarin ¢evreye ve insan sagligina zarar1 bilinmektedir. Allelopati
sonucunda iiretilen allelokimyasallarin, herbisit toksisitesine karsi kullanilmasi i¢in ¢alismalar

farkli organizmalarda yapilmaktadir.

Allelokimyasallarin ¢ogu primer (ana) metabolik yolun yan {iriinii olarak {iretilen
sekonder (ikincil) bilesiklerdir. Yapilan arastirmalarda bitki ve mikroorganizmalardan elde
edilen olas1 400.000 sekonder metabolitin sadece yaklasik %3'liniin tanimlandigr tahmin

edilmektedir (Narwal ve Haouala, 2013: 241).



Tanimlanan sekonder metabolitlerden bazilari; fenolik bilesikler, usnik asit ve liken
bilesikleri (Macias vd., 2007: 331), flavanoidler, alkoloidler, kumarinler, tanenler,

terpeneoidler ve steroidlerdir (Arikan ve Elibiiytik, 2015: 47).
1.2.1.1. Fenolik Bilesikler

Fenolik bilesikler birgok sekonder bilesikleri kapsayan siniftir. Bitkide biiyiime,
gelisme, streslere kars1 yanit olusturmada gorev almaktadirlar. Ozellikle sinnamik asitler, basit
fenoller, benzoik asitler ve klorojenik asit gibi ¢esitli tiirevleri bulunmaktadir. Kumarinler ve
tanenler polifenolik grubunda yer alirlar ve allelopatide rol oynamaktadirlar (Einhellig, 2004:
218).

1.2.1.2. Usnik Asit ve Liken Metabolitleri
Likenlerde bol miktarda bulunan usnik asit antiherbivor, antibiyotik, antifungal
aktivitelere sahiptir. Ayrica, antrakinonlar ve emodinler fitotoksik aktiviteye sahiptirler (Macias

vd., 2007: 331).
1.2.1.3. Flavanoidler

Flavonlar, flavonoller, kalkonlar ve katesinler grubu; tozlasma, renk olusumunda ve

hastaliklara kars1 direng mekanizmasinda rol oynamaktadir (Macias vd., 2007: 330).
1.2.1.4. Alkaloidler

Protein biyosentezinin engellenmesi, membran gecirgenliginin iizerindeki etkisi gibi
biyolojik aktiviteye sahiptirler. Ayrica ge¢misten giliniimiize; boyalarin (indigo, shikonin),
aromalarin (vanilin, kapsaisin), zehirlerin (akonitin, striknin) igerigini olusturmaktadirlar

(Wink, 2004: 184).
1.2.1.5. Kumarinler

Scopoletin, kumarin grubunda en yaygin bulunan sekonder bilesiktir ve mitoz
boliinmeyi azalttigi yonde c¢alismalar mevcuttur (Einhellig, 2004: 227). Kumarinler
giiniimiizde; sabun yapiminda, alkolli igeceklerde ve tiitiin sanayisinde kullanilmaya devam

etmektedir (Tiring vd., 2021: 210).
1.2.1.6. Tanenler

Tannik asidin; serbest yasayan bakterileri, DNA polimerazi, protein sentezini inhibe
ettigi agiga cikarilmistir. Ayrica tanenler otcullugu simirlama, hastalik direnci, tohum

cliriimesini koruma gibi kimyasal siire¢lerde 6nemli rol oynamaktadir (Einhellig, 2004: 229).



1.2.1.7. Terpenoidler ve Steroidler

Cesitli biyolojik aktiviteye sahip olan terpenoidler pek ¢ok organizmada mevcut olan
sekonder metabolitlerdir. Yabani otlarla miicadelede glukozinolatlar grubu allelopatik etki
gostermektedir (Macias vd., 2007: 331-336). Steroidler ise bitki bliylime, gelisme
diizenleyicileri olarak gorev almaktadirlar (Seigler, 2006: 44).

1.2.2. Allelokimyasallarin Salinma Yollar:

Allelokimyasal maddeler kendi organizmalarinin hiicresel islevlerine zarar vermeden
tiretilmektedir. Bitkilerde tiretilen sekonder bilesikler bitkinin; kok, govde, yaprak, tohum,
cicek aksamlarinda bulunmaktadir. Atmosfere ve rizosfere sekonder bilesiklerin salinma yollar1

su sekildedir:

e Buharlagsma: Bitkilerin terleme yoluyla c¢esitli ucucu toksin iiretmesiyle ve yagmur
yoluyla topraga karisarak koklerden gegmesi durumudur.

e Toprak iistii organlardan yikanma: Uretilen sekonder bilesiklerin yagmur veya sis
damlalar1 sayesinde ¢evreye salinmasi durumudur.

o Kok salgilart: Bitki kdklerinden kimyasallarin salgilanip topraga gegmesi durumudur.

e Bitki dokularinin ayrismasi: Bitkilerin 6liimiinden sonra dokularin par¢alanmasi sonucu
bilesik sentezleme durumudur (Arikan ve Elibiiyiik, 2015: 47).
1.2.3. Allelopati Olusumunu Etkileyen Faktorler

Uretilen allelokimyasallar cevresel kosullara gére de degisiklik gosterebilmektedir.
Bir¢ok stres etmenine gore iiretilen sekonder bilesigin tiirli ve miktar1 farkli olabilmektedir
(Sisek, 2020: 14). Allelokimyasallar1 etkileyen etmenler biyotik, abiyotik stres ve diger canli
etmenler arasinda sicaklik, nem, 151k, besin maddeleri, kuraklik, UV, agir metal, patojenler,
diger bitkiler ve hayvanlar sayilabilir (Pedrol vd., 2006: 172). Stres faktor ¢esidine gore farklilik
gosteren allelokimyasallarin, tiire 6zgii yanit verdigi ortaya ¢ikmistir, bu durum allelopati

konusunda karmasikligin artmasina neden olmustur (Gawronska ve Golisz, 2006: 222).

1.2.4. Allelokimyasallarin Etki Sekilleri

Uretilen sekonder bilesikler gevrelerindeki canlilar1 etkilemeye baslayarak birtakim
degisimlere neden olmaktadirlar. Sekonder bilesikler yiiksek dozda engelleyici, diisiik dozda
uyarici olmakla birlikte, bagka herhangi bir dozda etki etmeyebilirler (Ambika, 2013: 397).



Yapilan arastirmalar sonucunda allelokimyasallar; replikasyon, protein sentezi, mitoz
boliinme (Lotina-Hennsen vd., 2006: 232), membran gecirgenligi, bitki metabolizmasi,
fotosentez, solunum, ¢iceklenme, meyve verme, tohumlama (Ambika, 2013: 389) gibi canlinin
yasamsal durumuna negatif veya pozitif yonde etki edebilmektedirler. Rizosferde bulunan
allelokimyasallar kokteki hiicre membran yapisini bozarak organizmanin su ihtiyacinin
karsilanmasina negatif yonde etki etmektedir. Allelokimyasalin etkiledigi bir diger mekanizma
ise fotosentezdir, bitkide elektron tasinmasini ya da karbonhidrat metabolizmasini durdurarak
bitkinin fotosentez yapmasina engel olmaktadir (Zhou ve Yu, 2006: 134). Bu etki
mekanizmalarinin kismen reaktif oksijen tiirleri (ROS) iiretiminin aktivasyonuyla oldugu
ongoriilmektedir. Sekonder bilesiklere maruz kalan hiicrelerin uyari niteliginde tirettikleri ROS,
hiicrenin 6liimii i¢in gerekli mekanizmalarin aktivasyonunu saglar (Ambika, 2013: 402). Sonug
olarak, sekonder bilesikler organizmalarin yasamsal faaliyetlerini durdurabilir ya da daha fazla

biiyiimelerini saglayabilirler.

1.2.5. Biyolojik Miicadelede Allelopatinin Kullanimi

Tarimsal tretimi etkileyen pek c¢ok faktdr bulunmaktadir. Bu faktorlerden akla ilk
geleni yabani otlardir. Yabani otlar bulunduklar1 ¢evrede kendiliginden yetisirler ve diger
tiirlerin biiyiimesini engellemektedirler. Bu durumla miicadele etmek i¢in hem maliyet hem de
zaman agisindan avantajli gibi goriinen herbisitler kullanilmaktadir (Serim vd., 2015: 226).
Yabani otlarin sinirlandirilmast amaciyla kullanilan herbisitlerin yanlis uygulanmasindan
kaynaklanan hatalar nedeniyle sorunlar ortaya cikmistir. Herbisitlerin insan sagligmma ve
cevreye etkileri arastirmalarla gosterilmektedir (Mengii¢, 2018: 64). Herbisit dozundaki artis
hem toprakta hem yetistirilen iirlinlerde toksisiteye sebep olmaktadir, bu durumun sonucunda
da satis1 yapilan iiriinlerin geri génderilmesi bile s6z konusu olmaktadir (Ozen vd., 2017: 41).
Yabani otlarla miicadelede ¢evreye ve insan sagligina zarar vermeyen yontemlerin bulunmasi
icin ¢aligmalar hiz kazanmistir.

Kimyasal kullanimi yerine organizmalarin kendilerinin {iretmis oldugu dogal
bilesiklerden yararlanmak amaciyla allelopatinin yabani otlarla miicadelede alternatif bir yol
olabilecegi diisiiniilmektedir (Novak vd., 2021: 612). Bitkilerin, likenlerin ve
mikroorganizmalarin tirettigi sekonder bilesikler; bitkiler, bocekler, funguslar ve diger canlilar
icin zarar verici olabilmektedir (Pereira Peres vd., 2015: 275). Herbisitlere nazaran ¢ok daha
fazla ¢evre dostudurlar, bilesigin toprakta ve hedef olmayan organizmalar iizerinde birikme
potansiyeli olduk¢a diisiiktiir (Soltys vd., 2013: 519). Savunma mekanizmasi olarak iiretilen

dogal bilesikler biyolojik miicadelede kullanim potansiyeli tagimaktadir.



Allelopatik etkisi olan bitkiler biyolojik miicadelede tam olarak etkili olmasa da yabani
ot istilasinin en aza indirilmesini saglamaktadir. Bu bitkilere 6rnek olarak; arpa, cavdar, misir,
sorgum, bugday, yonca, yulaf, ay¢icegi verilebilir. Kullanilan bu iirlinler yabani ot kontroliiniin
belirli bir seviyede sabit kalmasinda kullanilabilir (Narwall ve Haouala, 2013: 220-242).

Likenlerin tirettigi sekonder bilesiklerin birgok aktivitede rol aldig bilinmektedir. Liken
sekonder bilesikleri; likenlerin, yosunlarin, alglerin, mikroorganizmalarin ve cevrelerindeki
bitkilerin gelisimini pozitif ya da negatif yonde etkilemektedir (Thakur ve Changer, 2021: 43).
Ornegin; likenler asetil polimalonil yolag ile otgullara karsi fenolik asitleri {ireterek allelopatik
etki gostermektedir (Pereira Peres vd., 2015: 275). Usnik asit ve atranorin bilesiklerinin biiytime
geriligi, klorofil inhibisyonu gibi bitki canliliginin 6nemli mekanizmalarini negatif yonde
etkiledigi ortaya ¢ikmistir (Backor vd., 2010: 36; Bajpai ve Upreti, 2020: 2). Liken sekonder
bilesiklerinden barbatik asit, lekanorin ve tridepsid kloroplastta PSII mekanizmasini inhibe
ederek herbisitler gibi davranmaktadir. Emodin ve tiirevleri ise ¢cimenler iizerinde negatif etkiye
sahiptir (Dayan ve Romagni, 2001: 231). Liken sekonder bilesiklerinin bir¢ok alanda etkili
olmas1 kompleks bir canli oldugunu gostermektedir. Sentezlenen sekonder bilesiklerin diger

canlilar tizerindeki etkileri yapilan arastirmalarla ortaya konulmaya devam etmektedir.
1.3. Genotoksisite

Toksikoloji biliminin alt dali genetik toksikoloji, genomda olusan hasarlarin
arastirilmasi esasina dayanir (Young, 2002: 103). DNA, kromozom ve ¢ekirdek yapisinda yani
genomda c¢esitli ajanlarin meydana getirdigi anormallikler sonucu olusan toksisiteye
genotoksisite denir. Anormallikler; DNA kiriklari, eklemeleri, silinmeleri, gen mutasyonlari,

kromozom anomalileri gibi hasarlardir (Sekeroglu ve Sekeroglu, 2011: 222).

Fiziksel, kimyasal ve biyolojik ajanlarin DNA’ya dogrudan ya da dolayl yollarla
baglanmas1 neticesinde DNA’da hasarlar olusmaktadir (Young, 2002: 103). Olusan hasarlar
hiicrenin yapisi, madde miktar1 ve maddenin ¢esidine gore degismektedir (Akarsu, 2019: 2).
DNA hasarlarina UV 1sinlari, kimyasal maddeler gibi ¢esitli ajanlar neden olabilmektedir (Onur
vd., 2009: 61).

Genotoksik ajanlarin genlerde meydana getirmis oldugu anormallikleri incelemek igin
tarama testlerinin gelistirilmesi zorunlu hale gelmistir (Zhiyi ve Haowen, 2004: 96). Nitekim
genotoksik etkilerin arastirilabilmesi i¢in molekiiler belirteg adi verilen cesitli sistemler
gelistirilmistir. Boylelikle organizmalardaki genom boyutundaki etkiler yeni bir bakis agisiyla

incelenebilmektedir.



1.4. Molekiiler Belirtegler

Molekiiler belirtecler veya DNA belirtegleri, kisa gen bolgelerini iceren DNA
parcalaridir. Genetik dizilis farkliliginin ortaya ¢ikarilmasinda dnemli rol oynarlar (Yorgancilar
vd., 2015: 2). Genetik dizilis farkliliklar;; gen bolgelerinin eklenmesi, silinmesi, yer
degistirmesi, duplike olmasi gibi olaylardir (Filiz ve Kog, 2011: 207), molekiiler belirtegler bu
farliliklarin ortaya ¢ikarilmasinda en ¢ok kullanilan ve en giivenilir belirteg tiirleridir (Vardar
Kanlitepe vd., 2010: 36). Molekiiler belirtegler tekrarlanabilir olmasi, ¢evresel sartlardan
etkilenmemesi, organizmadaki tiim dokularda tanimlanmas1 ve dokular iizerinde herhangi bir

olumsuz duruma yol agmamasi gibi pek ¢ok 6zellige sahiptirler (Devran, 2003: 3).

Son yillarda molekiiler biyoloji alanindaki gelismeler molekiiler belirteclerin kullanim
potansiyelini de arttirarak bir¢ok alanda fonksiyonel olmasini saglamistir (Grover ve Sharma,
2016: 290). Bitki tiirlerinin varyasyonlarini belirlemede (Sipahi ve Yumurtaci, 2020: 276), bitki
1slahinda, genetik cesitlilik ve gen haritalamanin yani sira genotoksisite c¢aligmalarinda da
kullanilmaktadirlar (Pradeep Reddy vd., 2002: 9). Molekiiler belirtecler, hibridizasyona dayali
belirtegler ve polimeraz zincir reaksiyonu kullanimina dayali belirtegler olmak iizere iki grup

altinda incelenirler.
1.4.1. Hibridizasyona Dayali Molekiiler Belirtecler:
RFLP (Restriksiyon Parca Uzunluk Polimorfizmi)

Molekiiler belirteclerin ilk uygulanan mekanizmasi RFLP teknigidir (Devran, 2003: 1).
DNA’nin restriksiyon enzimi yardimi ile belirlenmis bolgelerinden kesilip fragmentler elde
edilmesi ve olusan farkli boyutlardaki DNA parcalarinin jel elektroforezi yontemi ile
goriintiilenmesi islemine dayanir. RFLP teknigi polimorfizm ¢aligmalarinda kolay anlasilabilir
bir yontem oldugu i¢in avantajlidir. Ancak kaliteli ve yiiksek miktarda DNA’nin bulunmasi
gerektigi ve ekonomik yonden teknigin pahali olmasi nedeniyle dezavantajlidir (Koléren vd.,

2017: 218).
1.4.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonuna (PCR) Dayah Molekiiler Belirtecler:

Kary Mullis tarafindan 1985 yilinda kesfedilen polimeraz zincir reaksiyonu (PCR),
DNA’nin ¢ogaltilmasi teknigidir (Kéhya vd., 2013: 32). Teknigin temelini Thermus aquaticus
adli bakteriden izole edilen enzim olusturmaktadir. Taq polimeraz isimli bu enzim yiiksek

sicakliga dayanikli olmasi sayesinde DNA replikasyonu in vitro ortamda gergeklesmektedir.
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Calisma prensibi; DNA molekiiliiniin iki zincirinin yiiksek sicaklikta denatiire edilip,
tek zincire tamamlayic1 primerlerin baglanmasi ve enzim yardimiyla zincirin uzamasi
seklindedir. Ancak reaksiyon i¢in ortamda kalip DNA, primerler ve enzimin yaninda; tampon
cozelti, MgClz, Adenin-Timin-Guanin-Sitozin bazlar1 bulunmaktadir. Sonug¢ olarak; DNA 5’
ucundan 3’ yoniinde uzatilmaya baslar ve kalip DNA’nin aynist iiretilmis olur (Yorgancilar vd.,

2015: 5).

Bir PCR dongiisu:

e DNA zincirlerinin birbirinden ayrilarak agilmasi (Denatiirasyon), 94 °C, 30-60 sn
e Primerin baglanmasi-eslenmesi (Annealing), 54 °C, 30-60 sn

e Primerlerin uzamasi (Extention), 72 °C, 30-90 sn olmak iizere ii¢ asamadan olusur.

1 déngiiniin 3 asamasi
(30-40 ditngil)
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Sekil 1.2. PCR dongii asamalar

Kaynak: (Lab Akademi, 2021)

11



PCR teknigi gilinlimiizde bir¢ok alanda sik¢a kullanilmaktadir. Bitki ve hayvan
popiilasyon cesitliligi, popiilasyonda bulunan genotipler arasindaki akrabalik iliskilerinin
belirlenmesi, bitki ve hayvan tiirlerinin 1slahi, genetik haritalama, hastaliklarin teshisi vb.
konularda polimeraz zincir reaksiyonundan yararlanilmaktadir (Giilsen ve Mutlu, 2005: 27).
PCR teknigi sayesinde; RAPD, AFLP, SSR, ISSR gibi molekiiler belirtegler gelistirilerek

uygulama alani genisletilmistir.
RAPD (Rastgele Cogaltilmis Polimorfik DNA)

RAPD teknigi, ¢alisilan organizmaya ait genomik DNA’ya rastgele segilen 9-10 bp
uzunlugundaki primerlerin yine rastgele baglanmasiyla ¢ogaltilmasi esasina dayanir. Cogaltilan
PCR iiriinleri jel elektroforezi yontemiyle yiiriitiilerek bantlar gozlemlenir. Bantlarin var ya da

yok olmastyla sonuglar karsilastirilir (Oz Aydin, 2004: 115).

RAPD teknigi, tiim PCR tekniklerinin en kolayidir. Kullanilan primerlerin ¢ogunlugu
Guanin ve Sitozin bazlarindan olugmaktadir ve rastgele kalip DNA’ya baglanarak 200-2000
baz ¢ifti uzunlugunda gen bolgeleri cogaltilir. Olusan iiriinler agaroz jel veya poliakrilamid jel
lizerinde yiiritiliir. Birbirinden ayrilan bantlarin karsilastirilmas:  yapilarak sonuglar
degerlendirilir (Kiran ve Osmanagaoglu, 2011:67-68). Teknik c¢abuk sonug¢ verir, maliyeti
ucuzdur ve is giicli daha azdir (Yorgancilar vd., 2015: 7). RAPD tekniginin en 6nemli avantaji
calisilan organizmaya ait genomun bilinmesine ihtiyag¢ yoktur. Bu durum teknigin uygulanabilir
olmasini saglamaktadir. Ayrica farkli organizmalarda ayni1 primer kullanilacagi i¢in tiirlerin
karsilagtirilmasini saglar. RAPD tekniginin tekrarlanabilirligi, PCR’1n yapildig1 esnada ortam
sartlarmin tiimiine bagh oldugu igin diisiiktiir (Oz Aydin, 2004: 116).

Giivenilirligi sinirhidir (Yorgancilar vd., 2015: 7). Teknik; polimorfizm ¢aligmalarinda,
bireyler arasi akrabalik iliskilerinde, haritalamada yaygin olarak kullanilmaktadir (Giilsen ve

Mutlu, 2005: 31).
AFLP (Amplifiye Parca Uzunluk Polimorfizmi)

AFLP teknigi RAPD ve RFLP tekniklerinin birlestirilmis bir sekli olup, genellikle
bakteri identifikasyonunda anlamli sonuglar veren bir tekniktir (Kiran ve Osmanagaoglu, 2011:
68). Yontemin temel olarak calisma prensibi; kalip DNA, 6-7 baz ¢ifti uzunlugunda olan
restriksiyon endoniikleaz (RE) enzimiyle kesilir ve enzimin agik u¢ kismini tamamlayict
primerler kullanilarak amplifikasyonu saglanir. Olusan DNA fragmentlerinin analizi yapilir
(Koksal, 1999: 193). Bu teknik igin DNA miktarinin ¢ok olmasina ihtiya¢ olmadigi icin
tekrarlanabilirligi yiliksektir (Kiran ve Osmanagaoglu, 2011: 68).
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SSR (Basit Dizi Tekrarlar1) / VNTR

Mikrosatellitler olarak isimlendirilen basit dizi tekrarlar1 6karyotlarda bulunan kisa,
ardisik dizi tekrarlaridir (Maia vd., 2008: 1). Mikrosatellitlerin etrafindaki DNA dizileri primer
olarak isaretlenir ve PCR yontemi ile ¢ogaltilir. Boylelikle lokuslardaki farkli allellerin tespit
edilmesi saglanir. Lokuslara ait primer dizilerinin bilinmesi gerektigi i¢in uygulanmasi zor bir
tekniktir (Yorgancilar vd., 2015: 6). Mikrosatellitlerin; kromatin organizasyonu ve DNA
onarimiyla ilgisi oldugu ve genomda protein kodlanan ve kodlanmayan bolgelerde dizi

tekrarlarinin varligi ispatlanmistir (Maia vd., 2008: 1).

SSR  belirtegleri genetik haritalama ve ¢esitliligin  belirlenmesinde  sikga
kullanilmaktadir (Gtlilsen ve Mutlu, 2005:32). Mikrosatellitler yiiksek oranda polimorfik
olduklari i¢in 6zellikle bitki genetigi ¢alismalarinda fazla bilgiye ulasmamizi saglamaktadir

(Yorgancilar vd., 2015: 6).
ISSR (Basit Dizi Tekrarlari Arasi Polimorfizm)

Basit diziler arasi tekrar teknigi, mikrosatellitler arasinda kalan gen bolgelerinin
cogaltilmasi prensibine dayanir (Pradeep Reddy vd., 2002: 9). Zit yonde yonlendirilmis ayni
mikrosatellit arasindaki DNA’nin amplifikasyonunu saglamak icin, 16-25 bp uzunlugundaki
primerler kullanilmaktadir (Vijayan, 2005: 80). Primerlerin baglanmasi sonucu olusan PCR
tiriinlerinin jelde yiriitiiliip ¢ikan bantlarin biiyiikliigiine gore sonuglar degerlendirilir (Giilsen

ve Mutlu, 2005:32).

ISSR tekniginde RAPD primerlerine gore daha uzun primerler kullanildig1 i¢in teknigin
tekrarlanabilirligi yiiksektir (Pradeep Reddy vd., 2002: 11). Teknikte kullanilan primerler
yeterli bilgiyi verdigi i¢in; giivenilirlik agisindan da yiiksektir bu durum teknigin diistik
maliyetli olmasin1 ve zamandan tasarruf edilmesini saglar (Yorgancilar vd., 2015: 9). Ayrica

ISSR teknigi DNA dizi bilgisi gerektirmedigi i¢in avantajhidir (Filiz ve Kog, 2011: 210).

ISSR tekniginin kullanim alanlar1 oldukca genistir; genetik ¢esitlilikte, gen
haritalamada, filogenetik analizlerde (Yorgancilar vd., 2015: 9), SSR motif frekansinin
belirlenmesinde (Pradeep Reddy vd., 2002: 15), tarimsal ozelliklerle iligkili belirtecleri
belirlemede (Vijayan, 2005: 83) uygulanmaktadir.
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Bu molekiiler belirteglere ek olarak; SRAP (Sequence Related Amplified
Polymorphism), SCAR (Sequence Characterized Amplified Regions), STS (Sequence Tagged
Site), CAPS (Cleaved Amplified Polymorphic), ALP (Amplicon Length Polymorphism) ve
bunlara ilaveten DNA sekanslamasina dayali SNP (Single Nucleotide Polymorphism)
belirtecleri ve MP-PCR (Microsatellite Primed Polymerase Chain Reaction), AP-PCR
(Arbitrarily Primed Polymerase Chain Reaction), AS-PCR (Allele Specific Polymerase Chain
Reaction), DAF (DNA Amplification Fingerprinting) gibi belirtecler de polimorfizm
belirlenmesinde kullanilmaktadir (Yorgancilar vd., 2015: 3).
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2. LITERATUR ORNEKLERI

Yano-Melo vd. (1999), Cladonia verticillaris liken ekstraktlarinin = ve
fumarprotocetrarik asidin, Allium cepa’da ¢imlenmis fidelerin erken biiylimesi {izerindeki
allelopatik etkilerini arastirmislardir. C. verticillaris likeninin; sulu, fosfat tampon ve total
ekstrakti elde edildikten sonra sogan tohumlarina farkli konsantrasyonlarda uygulanarak
laboratuvar kosullarinda ¢imlenmeye birakilmistir. Deney sonucunda; total ekstraktin yiiksek
derecede fumarprotocetrarik asit igerdigi ve sogan kok uzunlugunu uyardigi ortaya ¢ikmustir.
Ayrica HPLC ile 6lgiilen yiiksek diizeyde metil B-orcinol karboksilat igeren fosfat tampon
ekstraktinin hipokotillerin uzunlugunu o©nemli Olciide azalttifi bulunmustur. Cladonia
verticillaris farkli liken ekstraktlarinin A/lium cepa ¢imlenme ve biiyilimesi iizerine allelopatik

etkisi oldugu sonucuna varilmistir.

Cansaran vd. (2006), yaptiklar1 bir calismada Anadolu’da bulunan Usnea tiirlerinden
Usnea barbata, Usnea florida, Usnea hirta, Usnea longissima, Usnea rigida ve Usnea
subflorida likenlerinin aseton ekstrelerinin bazi bakteri suglari iizerinde antimikrobiyal
aktivitesini incelemislerdir. Likenlerin sentezledigi sekonder bilesik olan usnik asit bileseninin
konsantrasyonu arttikga antimikrobiyal aktivitenin arttig1 ortaya ¢ikmustir. Usnea tlirlerinin

kullanilan bakterilerin iizerinde antimikrobiyal aktivitesinin oldugu sonucuna varilmistir.

Cansaran 2007 yilinda yaptig1 calismasinda; dort farkli liken tlrliniin (Evernia
divaricata, Pseudevernia furfuracea, Letharia vulpina ve Flavoparmelia caperata) aseton
ekstraktlarinin antimikrobiyal aktivitelerini incelemistir. Liken tiirlerinden elde ettigi sekonder
metabolit olan usnik asidin ¢esitli bakteriler iizerindeki etkisini aragtirmistir. HPLC metodu ile
usnik asit miktarlarini belirledigi likenlerin aseton ekstraktlarini, bakterilerin besiyeri ortamina
bekleterek inkiibasyonunu saglamistir. Sonug olarak; L. vulpina aseton ekstrakti en yiiksek
usnik asit miktarina sahiptir ve antimikrobiyal etkiyi en ¢ok bu liken tiirii géstermistir. En
yiiksek oranda usnik asit iceren liken tiiriiniin en ¢ok antimikrobiyal etkiye sahip oldugu

sonucuna vartlmistir.

Fritz vd. (2007), Hypericum myrianthum ve H. polyanthemum ekstraktlarinin Lactuca
sativa lizerine ¢imlenme ve biiylimeyi Onleyici etkilerini arastirmiglardir. Sar1 kantaron tiirleri
olan bitkilerin toprak iistii kisimlarinin kurutulup toz haline getirilerek etanol eklenmesiyle elde
edilen etanolik ekstraktlarinin, marul tohumlarinin ¢imlenmesi ve gelisimi lizerindeki etkisini
inceleyerek allelopatik etkisini ortaya koymuslardir. Sonug olarak; yedi giin siiren deneyde

marul tohumlarinin kontrole gore ¢imlenme yiizdesinin onemli Ol¢lide azaldigi ve marul
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biliylimesini inhibe etigi sonucu ortaya cikmistir. H. myrianthum ve H. polyanthemum
ekstraktlarinin Lactuca sativa iizerindeki ¢imlenme ve biiylimeyi 6nleyici etkileri, bu bitkilerde
bulunan yiiksek miktarda fenolik bilesik ile iliskilendirilecegini belirtmislerdir. Ancak
sonuglara gore, Oziitlerin allelopatik etkilere sahip oldugunun kesin olarak kanitlanmadigi,

Hypericum ekstraktlarinin fitotoksik etkisine bagli olabilecegini belirtmislerdir.

Campos vd. 2008 yilinda Myelochroa lindmanii ve Canoparmelia texana liken tiirleri
sulu ekstraktlarinin misir ve marul bitkilerinin meristematik hiicreleri lizerindeki etkisi
incelenmistir. Liken ekstraktlarinin her iki bitki tiiriinde de hiicre dongiisiinii inhibe ettigi ve

hiicre 6liimiine yol agtig1 gibi sitotoksik etkilere sahip oldugu sonucuna varilmaistir.

Karagoz vd. 2009 yilinda bazi liken ekstraktlarinin antibakteriyel etkisini arastirmak
amaciyla, 11 adet liken tiiriinlin su ve etanol ekstraktlarin1 6 standart ve 2 cevresel bakteri
susuna uygulamislardir. Deney sonucunda liken ekstraktinin denenen tiim bakteri suslarina
ettigi ortaya ¢cikmistir. Etanol ekstraktlari, sulu ekstraktlardan daha iyi antibakteriyel aktivite
gostermistir. Bazi liken ekstraktlarinin orta derecede antibakteriyel etkiye sahip oldugu
anlasilmistir. Sonug olarak liken ekstraktlarinin bazi suslar tizerinde antibakteriyel etkisi oldugu

ortaya ¢ikmistir.

Peres vd. 2009 yilinda, orsellinik asit tlirevlerinin allelopatik potansiyeli ¢caligmasinda
liken sekonder metabolitlerinin aktivitelerini incelemeyi amaglamislardir. Parmotrema
tinctorum liken tliriinden elde edilen lekanorik asidin eldesi i¢in, kuru liken materyalini toz
haline getirip ¢esitli ¢coziiciilerle (kloroform, aseton ve su) muamele etmislerdir. Deneyde dort
farkli konsantrasyon uygulanmistir. Deney sonuglarina gore, 4. cepa nin tiim dozlarda daha
duyarli oldugu ortaya ¢ikmustir. L. sativa'nin ¢cimlenmesini ise 6nemli bir sekilde etkilemedigini
gostermistir. Yapilan deneyin, lekanorik asit ve orsellinatlarin potansiyel allelopatik 6zelliklere
sahip oldugu ve ¢imlenme ve biiyiime tepkilerinin her tiire 6zel oldugu, dolayisiyla yiiksek

degiskenliklerinin oldugunu gostermektedir.

Agar vd. 2010 yilinda Rhizoplaca chrysoleuca ve Rhizoplaca melanophthalma
likenlerinin metanol ekstraktlarinin mutasyon onleyici ve antigenotoksik potansiyelini mitotik
indeks ve Ames-Salmonella testleri ile arastirmislardir. NaN3 genotoksik maddesine kars1 Zea
mays tohumlar1 ve Salmonella typhimurium bakterisi ile muamele edilen liken ekstraktlarinin
farkli konsantrasyonlar1 antigenotoksik etki gdstermistir. Deney sonucunda, likenlerden elde
edilen dogal bilesiklerin genotoksik maddelerin etkilerini azaltma veya onleme kabiliyetine

sahip oldugu ortaya ¢ikmustir.
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Tigre vd. (2012), Cladonia verticillaris liken tiiriinin marul tohumlarinin
¢imlenmesinin iizerine allelopatik etkisini ve biyoherbisidal potansiyelini arastirmislardir.
Likenin farkli konsantrasyonlarda eter ve aseton ekstraktlar1 hazirlanarak tohumlara
uygulanmistir. Deney sonucunda; liken ekstraktlarinin marul tohumu ¢imlenmesinde bir
etkisinin olmadigini goézlemlenmistir. Yaprak alani, hipokotil ve kok gelisiminde degisiklikler
meydana gelmistir. Biiyiime deneylerinde, eter veya aseton ekstraktina maruz birakilan fideler,
kontrollere kiyasla kok uyaranina zarar verecek sekilde azalmis hipokotil biiylimesi
gostermistir. Ekstrakt konsantrasyonlarindaki artiglar anormal fide olusumuna yol agmistir.
Liken sekonder metabolitlerinin L. sativa fidelerinin gelisimini yliksek konsantrasyonlarda

etkileyerek, biyoherbisit potansiyelini gosterdigini belirtmislerdir.

Goel vd. (2014), liken sekonder metabolitlerinin etkilerini arastirmak amaciyla,
Parmelia reticulata liken tiirlinlin, Phalaris minor yabani otuna olan allelopatik etkilerini
incelemislerdir. Likenin; heksan, etil asetat ve metanol ekstraktlarinin farkli konsantrasyonlarda
(50, 25 ve 12.5 ml!) yabani otun ¢imlenme ve erken fide biiyiimesi iizerindeki etkisini
incelemislerdir. Liken ekstrakti icerisinde bir gece muamele edilip ekimi yapilan yabani ot
tohumlarinin hem ¢imlenmesinde hem de gelismesinde olumsuz allelopatik etki gosterdigi
ortaya ¢cikmistir. Kullanilan ¢oziiciiye gore sonuglar degisim gostermistir. Heksan ve etil asetat
ekstraktlar, tohum cimlenmesi lizerinde maksimum zararli etki gostermistir. Elde edilen
sonuglar, likenlerin gelecekteki tarimsal kimyasallarin yerine alternatif olma potansiyeli

tagidigin1 vurgulamistir.

Lokajova vd. (2014), liken sekonder metabolitleriyle yaptiklar1 ¢alismada, bes liken
tiirinden (Cladonia arbuscula, Cladonia furcata, Hypogymnia physodes, Evernia prunastri
and Ramalina farinacea) elde edilen sekonder metabolitleri, apo simbiyotik liken tiirii olan
Trebouxia erici kiiltiiri tlizerindeki allelopatik etkisini degerlendirmislerdir. Sekonder
metabolitlerin toksisitesini se¢ilen iki dozda (0.1mg ve 0.01mg) test etmislerdir. Sonug olarak;
test edilen tiim metabolitlerin uygulanmasi, fotobiyont hiicrelerinin biiyiimesini doza bagh bir
sekilde azalttigi ortaya c¢ikmustir. Likenlerin ikincil metabolitlerinin ve bunlarin dogal
metabolitlerinin liken fotobiyontlar1 {izerinde fitotoksik, allelopatik etkileri oldugu sonucuna

varilmigtir.

Latkowska vd. (2015), liken sekonder bilesikleriyle yapmis oldugu arastirmada ise
epifitik liken Hypogymnia physodes kolonizasyonunun ladin kabugu (Picea abies) iizerine
allelopatik etkileri incelemislerdir. Hypogymnia physodes liken tiirii tarafindan {iretilen

sekonder bilesikler; atranorin, kloroatranorin, protocetraric, physodalic, physodic, 3-
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hydroxyphysodic ve 2’-O-methylphysodic asit olarak bilinmektedir. Sonug olarak; likenin ladin
kabugu dallarinin neredeyse tiim ylizeyini ve konak gévdenin biiyiik bir kismini kolonize ettigi
goriilmiis, canliligin azalmasia neden olmustur. Ormanin bir kisminda agaglarin canliligini

kaybettigi gozlemlenmistir.

Peres vd. (2015) likenlerden izole edilen fenolik bilesiklerin herbisit ve bitki bliylimesini
uyarici etkilerini aragtirmislardir. Liken sekonder bilesiklerinden; atranorin, difraktaik asit,
hipostitik, protosetrarik, salazinil asit, ksanton sekalonik asit ve usnik asit fitotoksikleri hedef
organizma A/lium cepa i¢in degerlendirilmistir. Sekonder bilesiklerin elde edildigi liken tiirleri;
Parmotrema dilatatum, Usnea subcavata, Parmotrema cetratum ve Pseudoparmelia
sphaerospora seklindedir. Arastirma sonuglarinda; difraktaik ve hipostik asitlerin bitki
bliylimesini uyardigi, protosetrarik ve salazinik asitlerin ve atranorinin sogan tohumlarinin
¢imlenmesini Onleyerek ve kok ve koleoptil biiylimesini yavaslatarak herbisidal bir etki
sergiledigi bulunmustur. Usnik asidin; tohum ¢imlenmesini destekledigi, hem kok biiylimesini
(%54) hem de koleoptil biiyiimesini (%43) yavaslattig1 ortaya ¢ikmistir. Sonug olarak; bu
bilesiklerin, monokotiledon tiirlerine uygulandiginda allelopatik aktiviteler sergilediklerini ve

yabani ot kontrolii i¢in herbisitler olarak kullanimda iyi bir aday olabileceklerini belirtmislerdir.

Pathak vd. (2016), Usnea orientalis'in antidermatofitik aktivitesini incelemislerdir.
Antidermatofitik testler i¢in altt dermatofit tiirii se¢ip, ekstraktlarin dermatofitlere karsi
etkinligini anlayabilmek i¢in CLSI tarafindan onerilen broth mikrodiliisyon prosediiriinii
kullanmiglardir. Liken ekstraktlarinin TLC metodu ile sekonder bilesiklerinin izolasyonu
(salazinik asit ve usnik asit) yapilmistir. Sonug¢ olarak; U. orientalis ekstrakti, {i¢ tiir
dermatofitin tiimiine kars1 genis kapsamli antidermatofitik aktivite sergiledigi ortaya ¢ikmuistir.
U. orientalis ekstrakti, test edilen tiim patojenlere karst umut verici antidermatofitik etkinlik

gosterdigi anlasiimistir.

Goga vd. 2017 yilinda yaptiklari arastirmada; liken sekonder bilesiklerinin allelopati ile
Physcomitrella patens ’in (yosun) biiyiimesini etkiledigi sonucuna varmiglardir. Kullanilan
liken tiirleri; Usnea hirta, Parmotrema robustum, Parmotrema tinctorum, Pleurosticta
acetabulum, Flavoparmelia baltimorensis, Usnea florida seklindedir. Calismada incelenecek
olan briyofit tlirli yosun laboratuvar ortaminda yetistirilmis ve liken ozleriyle muamele
edilmistir. Alt1 liken tilirtiniin sekonder bilesikleri aseton ekstraktlart HPLC ve TLC ile analiz
edilmistir. Liken tiirlerinin tirettikleri sekonder bilesikler: P. robustum 'da protocetraric asit ve
atranorin, P. tinctorum’da lecanoric asit ve atranorin, P. acetabulum’da nortistic asit ve

atranorin, F. Baltimorensis’da usnic asit ve protocetraric asit, U. florida’da thamolic asit ve

18



usnic asit, U. hirta ’da usnic asit seklindedir. Sonug olarak; hiicre uzunluk ve genigliklerinde de
onemli farkliliklar goriilmiistiir, usnik asit varliginda protonemata ve gametoforlarin biiyiime
inhibisyonunu kontrol ettigi ortaya ¢ikmistir. Bu sonuglar, usnik asidin protonematadaki hiicre
boliinmesi iizerinde gili¢lii bir etkisi oldugunu gdostermistir. Buna gore, liken sekonder
bilesiklerinin briyofit gelisiminin erken asamalari tizerinde gii¢lii etkisi oldugunu ve buna baglh
olarak bitki biiylimesinin erken asamalarmin 6zellikle liken sekonder bilesikleri ile dogrudan

temas halinde olanlarin en ¢ok etkilendigi hipotezini desteklemektedir.

Cankili¢ vd. (2017), Usnea florida’da bulunan tamnolik asidin antibakteriyel,
antitiiberkiiloz, antifungal 6zelliklerini aragtirmistir. Calismada, Usnea florida likeninin aseton,
metanol ve kloroform ekstreleri hazirlanarak c¢esitli mantar ve maya tiirlerine uygulanmistir.
Tim liken ekstrelerin bakteri ve mayalara kars1 kuvvetli aktivite gosterdigini belirtmislerdir.
Usnea florida nin farkli hastaliklar1 kontrol etmek amaciyla olasi bir antimikrobiyal ajan olarak

kullanilabilecegi sonucuna varilmistir.

Guo vd. (2017), suda bulunan canlilara zarar veren mantarlarin kontroliinii saglamak
icin liken eksraktlarmin ve usnik asidin antifungal etkisini arastirmislardir. Cladonia
amaurocraea, Cladonia rangiferina ve Usnea longissima olmak iizere ii¢ likenin aseton
ekstraktlar1 ve usnik asidin antifungal aktivitesi, li¢ patojenik mantar (Saprolegnia parasitica,
Achlya bisexualis ve Pythium sp.) lizerinde aragtirilmigtir. Sonug olarak, mantarlar iizerinde
antifungal aktivite i¢in test edilen tiim liken ekstraktlar1 ve usnik asit arasinda, diistiik bir
konsantrasyon diginda, Pythium i¢in biiylimeyi tesvik edici aktiviteler gozlemlendigi ortaya
cikmistir. Liken sekonder metabolitlerinin, bazi patojenik mantarlarin enfeksiyonuna karsi
tedavi i¢in etkili bir ajan olarak kullanilabilecegi sonucuna varilmistir. Likenlerin, su {irtinleri
yetistiriciliginde zararli patojenleri kontrol etmek icin yeni bir terapi gelistirmede kullanim

potansiyeline sahip olabilecegi anlagilmistir.

Tiirkyllmaz vd. (2017), Cinclidotus pachylomoides (Bryophyta)’in su ve etanol
¢ozeltileriyle elde edilen ekstraktlarinin biber Capsicum annuum ve misir Zea mays bitkileri
tizerine allelopatik etkisini incelemislerdir. Sonug olarak, C. pachylomoides farkli dozlardaki
ekstraktlarinin biber ve misir bitkilerinin biliylime parametreleri ve fizyolojik aktiviteleri

tizerinde allelopatik etkiye sahip oldugu ortaya ¢ikmustir.
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Dieu vd. (2018) Usnea florida ve Flavoparmelia caperata likenlerinin antibakteriyel
aktivitesini arastirmislardir. Likenlerin aseton ekstraktlarinin, Staphylococcus aureus, Candida
albicans ve Aspergillus brasiliensis'e karst antimikrobiyal aktiviteleri acisindan
degerlendirilmistir. Caligmanin sonucunda; asetonik ekstraktlarin, Candida albicans ve

Aspergillus brasiliensis'e karsi orta diizeyde bir fungisidal aktivite sergiledigi ortaya ¢ikmuistir.

Pizitak ve Backor’ un (2018) yaptiklari ‘Sulu liken ekstraktinin kozalak agaclarinin
cimlenmesine etkisi’ calismasinda Hypogymnia physodes, Parmelia sulcata, Physcia
adscendens, Pseudevernia furfuracea liken tiirlerinin su ekstraktlar1 ile Picea abies, Pinus
sylvestris ve Pinus mugo tirlerinin ¢imlenme oranlari incelenmistir. Sonug¢ olarak; P.

sylvestris'in liken 06ziitlerine en duyarli oldugu goriilmiistiir.

Kinalioglu vd. (2019), Usnea longissima likeninin insan patojenlerine karsi
antimikrobiyal potansiyelini aragtirmiglardir. Calismada, Usnea longissima likeninin etil asetat
ve etanol ekstraktlarinin disk diflizyon yontemiyle bakteri ve mantarlara kars1 antimikrobiyal
aktiviteleri incelenerek sentetik ajanlara karsi alternatif olma potansiyeli incelenmistir.
Aragtirma sonucunda U. longissimamin etil asetat ve etanol ekstraktlarinin; insan tedavisinde,
hayvan ve bitki hastaliklarinda test edilen bakteri ve mantarlara karst 6nemli antimikrobiyal
aktiviteye sahip oldugu ortaya c¢ikmistir. U. longissima’nin sentetik antimikrobiyal ajanlara

alternatif olarak kullanilabilecegi ifade edilmistir.

Piziiak vd. 2019 yilinda Liken metaboliti usnik asidin Norveg ladini (Picea abies) ve
saricam (Pinus sylvestris) fidelerinin biliylime ve fizyolojik tepkileri {izerindeki allelopatik
etkilerini aragtirmiglardir. Calismada temel amag, 14 giin siireyle yetistirilen Pinus sylvestris ve
Picea abies fidelerinde usnik asit (UA) miktariin belirlenmesidir. Sarigam ve ladin
koklerindeki UA miktar1t HPLC cihazi ile test edilmistir. Usnik asidin ¢cam ve ladin fidelerinin
secilmis morfometrik oOzelliklerini (kdk uzunlugu, siirgiin uzunlugu, kok: siirgiin orani)
olumsuz etkiledigi sonucuna varilmistir. Usnik asidin, kozalakli agaclarin dokularinda poliploid
(aneuploid) hiicrelerle sonuglanan mitotik anormallikler olugturmadigi ortaya ¢ikmustir. Ancak,
usnik asidin varliginin orman ekosisteminde 6nemli bir rol oynayabilecegi ve fide olusumunu

olumsuz etkileyebilecegi ifade edilmistir.
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2.1. Calismanin Amaci

Yabani otlarin simirlandirilmast amaciyla kullanilan herbisitlerin  verdigi zarar
bilinmektedir. Bu zararin giderilmesi ve herbisit kullanimina alternatif yollarin kullanimi i¢in
bir¢ok alanda ¢alismalar devam etmektedir. Alternatif yol olarak organizmalarin kendilerinin
sentezledigi dogal bilesiklerin biyoherbisit olarak kullanilmasi ile ilgili aragtirmalar hiz
kazanmustir. Likenlerin sentezledigi bilesiklerin etkisi ge¢misten giinlimiize kadar birgok
alanda kullanilmistir. Bu c¢alisma likenlerin sentezledigi dogal bilesiklerin, herbisit
kullaniminin 6niine gegcmek amaciyla biyoherbisit olarak g¢esitli zarar verici etmenlere karsi

kullanilabilme potansiyelini aragtirmak amaciyla yapilmstir.

Literatiirde bugiine kadar Usnea tiirleri ile ilgili ¢aligmalar liken ekstraktlarinin
antimikrobiyal, antifungal, antitiiberkiiloz 6zelliklerini belirlemek iizerine yogunlagmistir
(Cansaran ve ark. 2006; Cankili¢ ve ark., 2017). Allelopatik etkilerinin belirlenmesi i¢in Usnea
tiirleri ile ilgili ¢aligmalar olduk¢a azdir. Usnea cinsinden bir tiir olan Usnea florida likeninin
total ekstraktiyla allelopatik ve genotoksik etkilerinin incelenmesi ile ilgili bir ¢aligma
literatiirde mevcut degildir. Arastirmamizda Usnea florida (L.) Weber Ex. F.H. Wigg total
aseton ekstraktinin allelopatik ve genotoksik etkileri incelenmis ve biyoherbisit olarak kullanim

potansiyeli degerlendirilmistir.
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3. MATERYAL VE METOT
3.1. Calismada Kullanilan Liken ve Bitki Ornekleri

Calismada kullanilan liken tiiri, 2015 yilinda Eskisehir Teknik Universitesi Fen
Fakiiltesi Biyoloji Béliimii Ogretim Uyesi Prof. Dr. Mehmet CANDAN tarafindan Bolu Dag1
Abant yolunun kuzeyi, Derecedren Koyli’'niin kuzeybatisinda ormanlik alanda 1080m.

yukseklikte Quercus sp. dallar1 ve govdesi lizerinden toplanmig ve tanimlanmustir.

Arastirmada kullanilan liken Usnea florida; Parmeliaceae familyasindaki bir sakal
likeni tiiriidiir. {1k olarak Carl Linnaeus tarafindan 1753 tarihli Species Plantarum adli eserinde
tanimlanmistir. Alman botanikgi Friedrich Heinrich Wiggers, Usnea cinsine eklemistir. Usnea
florida, sarkik tallusa, radikal simetriye sahip soluk, sarimsi yesil dallara, sakal benzeri yapiya

sahiptir (Clerc, 1998: 321) (Sekil 3.1).

Sekil 3.1. Liken Usnea florida genel goriiniimii

Kaynak: (https://wales-lichens.org.uk/species-account/usnea-florida)
Calismada kullanilan yabani ot tiirleri; Amaranthus retroflexus L. (Kirmizi Kokli
Horozibigi) ve Setaria verticillata L. (P. Beauv.) (Yapiskan Ot), Osmangazi Universitesi Ziraat
Fakiiltesi deneme tarlalariin kenar bdlgelerinden toplanmustir. Portulaca oleracea L.

(Semizotu) (Arzuman marka) ticari tohum ¢igek pazarindan temin edilmistir.

Kiiltiir bitkisi Triticum aestivum L. Kutluk ¢esidine ait bugday tohumlar1 ise Eskisehir

Gegit Kusagi Tarimsal Arastirma Enstitlisti’'nden temin edilmistir.
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3.2. Liken Ekstraktinin Hazirlanmasi

Liken o©rnegi suyla temizlendikten sonra kurutulup {izerine aseton eklenerek
bekletilmistir. Filtre kagidindan siiziilerek 280 mbar 42 °C’de 104 rpm’de Rotary Evaporatorde
buharlagsmas1 saglanmistir. Elde edilen liken ekstrakt: tartilarak iizerine 1:1 oraninda aseton

eklenerek stok ¢ozelti hazirlanmistir.

Liken ekstrakt1 25, 50, 75, 100, 150, 200 pg/ml konsantrasyonlari, 20 ml hacim igin 1
ml liken ekstrakti oranmiyla hesaplanmistir. Ekstrakt igerisine esit oranda %0,1 Tween 20
eklenerek total hacim 5 ml olacak sekilde distile suyla tamamlanmistir. Hazirlanan c¢ozeltiler,

deney siiresi boyunca +4 °C’de muhafaza edilmistir.
3.3. Cimlendirme Uygulamalar

Bitki tohumlari, sterilizasyon islemi i¢in %1 lik sodyum hipokloritte 1 dk bekletilmistir.
Ardindan 4 defa 1’er dk distile suyla ¢alkalanarak sodyum hipokloritten arindirilmastir.

Sekil 3.2. Liken ekstraktinin eppendorflara aktarilmasi

Yabani ot tohumlarindan bir petri i¢in 25 tohum, bugday tohumlarindan 10 tohum
secilerek 1’er ml eppendorf icerisine farkli konsantrasyonlardaki liken ekstraktlar1 eklenerek 1
gece boyunca 24 °C’de bekletilmistir. Ertesi giin 2 kat filtre kagidi yerlestirilmis steril cam
petrilere, asetonlu ¢ozelti icerisinde bulunan tohumlar aktarilmistir. Aseton oda sicakliginda
ucurularak petri kagitlarinin kurumasi saglanmistir. Tohumlarin distile su ile sulanmast
yapilarak ekim islemi tamamlanmistir. 16 saat gilindiiz / 8 saat gece fotoperiyotlu iklim
kabininde (SANYO-MLR-350H) yabani ot tohumlar1 28 °C, bugday tohumlar1 25 °C’de

cimlenmeye birakilmistir. Sulama islemi deney siiresince yalnizca distile su ile yapilmistir.
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Deneyler 4 tekrarli olacak sekilde yiriitiilmiistiir. Kontrol grubu tiim tohumlar i¢in su
ve %0,1 Tween 20 igermektedir. Deney yabani ot tohumlari i¢in 30 giin, bugday tohumu i¢in
14 giin boyunca devam etmistir. Cimlenen tohumlar giinliik kayit altina alinmistir. Deney
sonunda ¢imlenen tohumlardan ornekler dikkatli bir sekilde alinarak 6rnek miktarina goére
aliminyum folyo ya da eppendorf igerisinde genotoksisite analizleri i¢in -20 °C’de

saklanmustir.
3.4. istatistiksel Analiz

Deney sonunda elde edilen veriler ile tohum ¢imlenme yiizdeleri hesaplanmistir (Yiicel,
2000: 266) ve ¢cimlenme yiizdelerinin deney stiresine bagl grafigi ¢izilmistir. Sonuglara SPSS
(Statistics 20 package) istatistik programinda varyans analizi uygulanmis, elde edilen ortalama

degerler arasindaki farkliliklar Tukey testi P<0.05 duyarlilik ile belirlenmistir.
3.5. DNA izolasyonu

-20 °C’den muhafaza edilen bitki 6rnekleri sivi azotta ogiitiildiikten sonra 2 ml’lik
eppendorf tiiplere aktarilmistir. DNA izolasyonu 2X CTAB (Cetyltrimethylammonium
bromide) tamponu ile yapilmistir. 2X CTAB tamponu bilesenleri Tablo 3.1.’de belirtilmistir.

Tablo 3.1. 2X CTAB tamponu (50 ml) bilesenleri

CTAB 1 gr
PVP (Polyvynil pyrodine) 0.5 gr
1 M Tris (pH:8) Sml
0.5 M EDTA 2 ml
5 M NacCl 14 ml

Hazirlanan tampon 50 ml’ye kadar distile su ile tamamlanarak 120 °C’de 20 dk
otoklavlanmistir. Otoklavlandiktan sonra tampon igerisine steril ortamda 200 pl B-

merkaptoetanol (15 ml CTAB i¢in 75 ul B-merkaptoetanol) eklenerek kullanilmistir.

2X CTAB DNA izolasyon Protokolii:

1. Merkaptoetanol eklenen 2X CTAB tamponu 65 °C’de su banyosunda yaklasik 10 dk
1sitilmustir.
2. Swv1 azotta ogiitiiliip tliplere aktarilan 200-500 mg bitki 6rneklerinin lizerine 700 pl

CTAB tamponu eklenmistir, pipetaj yaparak homojen hale gelmesi saglanmistir.
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3. Tipler 65 °C’de su banyosunda her 5 dk ’da bir yavasca alt {ist edilerek 30-60 dk
boyunca inkiibe edilmistir.

4. Inkiibasyondan sonra tiiplerin icerisine esit hacimde kloroform: isoamil alkol (24:1)
eklenmis ve 10 dk boyunca yavasca alt iist edilmistir.

5. Tipler 10000 rpm' de 10 dk santrifiijlenmis ve siipernatant dikkatli bir sekilde yeni tiipe
aktarilmustir.

6. Yeni tiipe aktarilan miktarin 2/3’i kadar -20 °C’de bulunan isopropanol eklenmistir,
tiipler birkac defa yavasca alt iist edilip -20 °C’de 2 saat inkiibe edilmistir.

7. -20 °C’den ¢ikarilan tiipler 10000 rpm’de 10dk santrifiij edilmistir.

8. Olusan DNA peletinin yikama islemi i¢in tiipiin ig¢erisine 300 ul %70 etanol eklenerek
10000 rpm’de 5 dk santrifiij edilmistir. Etanol tiipten dokiiliip ayn1 islemler bir kez daha
tekrarlandiktan sonra tiipler havalandirmasi acik ¢eker ocakta peletler kuruyana kadar
bekletilmistir.

9. Kuruyan DNA peletinin biiyiikligiine gore iizerine 50-100 pl steril deiyonize su

eklenerek ¢coziinmesi saglanmistir.

3.6. DNA Miktar Ol¢iimii

izole edilen DNA’larin miktar ve kaliteleri elektroforetik ve spektrofotometrik olarak
belirlenmistir. Bu amacla her bir DNA &rneginden 7 pl alinarak RedSafe (Intron Bio) igeren
%0,8’lik agaroz jelde 90 V 30 dk yiiriitiilmiigtiir. Jelde goriintiilenen silik, dagimik goriiniim
(smear) olusturan 6rneklerden yeniden DNA izole edilmistir. Tek bant ve parlak olan DNA
orneklerinin miktar ve saflik 6l¢timleri ise, Nanodrop spektrofotometre cihazinda 260-280 nm
dalga boylarinda (ND-1000, Wilmington, USA) okutularak belirlenmistir. Nanodrop 6l¢iim
sonuclarina gére DNA ornekleri 2 ng/ul olacak sekilde steril distile su kullanilarak diliie

edilmistir. DNA o6rnekleri PCR islemlerine kadar -20 °C’de muhafaza edilmistir.
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3.7. PCR Analizleri
3.7.1. ISSR PCR Analizi

Bu calismada daha 6nce laboratuvarimizda bulunan 5 adet ISSR primeri kullanilmistir.
Bitki drneklerinden elde edilen DNA’lar ve ilgili primerler ile PCR reaksiyonlar1 kurulmustur.

Kullanilan primerler Tablo 3.2°de listelenmistir.

Tablo 3.2. Caligmada kullanilan ISSR primerlere ait bilgiler

Primer | Primer Primer dizisi Baglanma | Primer G/C

No adi 5-3 sicakhigr | uzunlugu | (%)
°C) (bo)

810 (GA)sT GAG AGA GAG AGA GAG AT 50 17 44.44
812 (GA)A GAG AGA GAG AGA GAG AA 50 17 47.06
813 (CT)sT CTCTCT CTCTCT CTCTT 50 17 47
814 (CT)sA CTC TCT CTC TCT CTC TA 50.4 17 47.1
815 (CT)sG CTC TCT CTC TCT CTC TG 52.8 17 52.9

PCR reaksiyonlar1 15 pl hacimde Tablo 3.3’de belirtilen miktarlarla hazirlanmistir. PCR dongii

kosullar1 ise Tablo 3.4’de verilmistir.

Tablo 3.3. ISSR PCR bilesenleri

Bilesenler Miktar

dH20 7.4 ul

10X Taq Buffer 1.5 ul (1X)
25mM MgClz 1.2 pul (2 uM)
2,5mM dNTP 1.2 pl (2.5 uM)
2,5mM Primer 1 ul (2.5 uM)
Kalip DNA 2.5l

Taq Polimeraz 0.2 ul

Toplam 15 ul

Tablo 3.4. ISSR PCR dongii kosullari

Sicaklik (°C) Siire Dongii Sayisi
Ondenatiirasyon 94 4 dk 1
Denatiirasyon 94 45 sn 45
Baglanma 50-53 45 sn
Uzama 72 90 sn
Son Uzama 72 7 dk 1
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3.7.2. RAPD PCR Analizi

Bu calismada daha once laboratuvarimizda bulunan 4 adet RAPD primeri kullanilmustir.
Bitki drneklerinden elde edilen DNA’lar ve ilgili primerler ile PCR reaksiyonlar1 kurulmustur.

Kullanilan primerler Tablo 3.5°de listelenmistir.

Tablo 3.5. Calismada kullanilan RAPD primer listesi

Primer Primer dizisi Baglanma | Primer G/C
No sicakhigr | uzunlugu | (%)
°C) (be)

PM3 5’—=3> TGC GCC CTT C 34 10 70
PMI10 5’—=3" CTG CGC TGG A 34 10 70
OPA2 5’—3> TCG CGA GCT G 34 10 70

DI11 5’—=3* GTC CCG ACG A 34 10 70

RAPD PCR reaksiyonlar1 15 pul hacimde Tablo 3.6’da belirtilen miktarlarla hazirlanmistir. PCR

dongii kosullar1 ise Tablo 3.7°de verilmistir.

Tablo 3.6. RAPD PCR bilesenleri

Bilesenler Miktar

dH>O 7.4 ul

10X Taq Buffer 1.5 pl (1X)

25mM MgClz 1.2 ul (2 uM)

2,5mM dNTP 1.2 pl (2.5 uM)

2,5mM Primer 1 ul (2.5 uM)

Kalip DNA 2.5 ul

Taq Polimeraz 0.2 ul

Toplam 15 pl

Tablo 3.7. RAPD PCR Dongii Kosullari
Sicaklik (°C) Siire Dongii Sayisi

Ondenatiirasyon 95 3 dk 1
Denatiirasyon 94 1 dk 40
Baglanma 34 1 dk
Uzama 72 2 dk
Son Uzama 72 7 dk 1
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ISSR ve RAPD PCR analizi i¢in steril PCR tiiplerine prosediir sirasina ve miktarina
gore bilesenler eklenmistir. Kontaminasyon kontrolii i¢in DNA i¢ermeyen negatif kontrol her
primer i¢in ilave edilmistir. PCR reaksiyonlar1 Applied Biosystems Veriti gradient termal
dongii cihazi ile gergeklestirilmistir. PCR iiriinleri jelde yiiriitiilene kadar buzdolabinda +4 °C’

de muhafaza edilmistir.

PCR iiriinleri yatay jel elektroforezi (Thermo, Midicell Promo) ile Redsafe (Intron Bio)
iceren %1,5'lik agaroz jel lizerinde ayrilmistir. PCR fiirlinleri her bir kuyucuk i¢in 6 pl ve 2 pl
DNA Loading Dye (Thermo) boyasi ile yiiklenmistir. Bant boyutlarinin belirlenmesi i¢in
jeldeki ilk kuyucuga 100 b¢ DNA Ladder Plus (Thermo) (Sekil 3.3.) 3 ul yiiklenerek 100 V 40-
50 dk elektroforez cihazinda (Thermo, Midicell Primo) yiiriitilmistiir. Jeller yiiriitme
isleminden sonra UV pro jel ddkiimantasyon sistemi (Uvitec, Cambridge, Ingiltere) ile

goriintiilenmis ve fotograflanmustir.

bp ng/0.5 pg %

2000 28.0 5.6
f 2000 28.0 5.6
1500 280 5.6
/ 1200 280 586
/ 1000 800 16.0
//’ o) 27.0 54
= 7 800 270 54
= — 700 27.0 54
St — 600 27.0 54
= — 500 800 16.0
% — 400 320.0 6.0
= — 300 300 6.0
o=
e — 200 300 6.0
= )
= — 100 300 6.0
'.:_Q...
=
=
e~

0.5 padane, 3 am length gel,
1XTBE 5Vem,1h

Sekil 3.3. Thermo GeneRuler 100 bg¢ DNA Ladder Plus
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3.7.3 PCR Sonuclarimmin Yorumlanmasi

Her bir primer i¢in elde edilen bantlar Total Lab CLIQS 1D Programi ile analiz
edilmistir. Bantlarin kontrol ve liken asidi uygulanan dozlarda var (1) veya yok (0) seklinde
say1lanmasi ile ikili matris olusturulmustur. Ayni programda bu veriler kullanilarak kontrol ve
dozlar arasindaki genetik benzerlik degerleri Jaccard esitligi ile hesaplanmis, UPGMA
(unweighted pair group method with arithmetic mean) metodu ile dozlar arasindaki genetik
iliskileri gosteren dendogram elde edilmistir. Genotoksik etki, olusturulan matris tablosundaki
polimorfik bantlarin sayilarak genomik kalip stabilite (GKS) yiizdesi (% GTS: Genomic
Template Stability) hesaplanmistir. Kontrol grubunun GKS ytiizdesi 100 olarak kabul edilerek
konsantrasyonlarda hesaplanan GKS yiizdesinin giderek artma ya da azalmasina gore

degerlendirme yapilmistir.

Genomik kalip stabilitesi (GKS) yiizdesi her birey i¢in asagidaki formiille hesaplanmistir.
GKS Yiizdesi: 100 - 100 a/n

a: Her ornekteki toplam polimorfik bant sayisi

n: Kontrol grubundaki toplam bant sayis1
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4. BULGULAR
4.1. Liken Ekstraktinin Bitkilerdeki Tohum Cimlenme Uzerine Etkisi

Usnea florida total aseton ekstraktinin dort farkli dozu; yabani ot 6rnekleri, Amaranthus
retroflexus (horozibigi), Portulaca oleracea (semizotu), Setaria verticillata (yapiskan ot) ve
kiiltiir bitkisi Ornegi Triticum aestivum (bugday) tohumlarina uygulanmasiyla yapilan
calismada, liken aseton ekstraktinin tohumlar {izerinde dozlara bagli olarak pozitif ya da negatif

yonde etkisi oldugu goriilmiistiir.

Cimlenme yiizdesi, iklim kabininde ¢imlendirilmis her petri kabinda ¢imlenen tohum
sayisinin, toplam tohum sayisina oraninin 100 ile ¢arpilmasiyla elde edilmistir (Yiicel, 2000:

266).

4.1.1. Liken Ekstraktinin Amaranthus retroflexus (Horozibigi) Tohum Cimlenmesi

Uzerine EtKkisi

| 200 pg/ ml

Sekil 4.1. Usnea florida aseton ekstraktinin 4. retroflexus tohum ¢imlenme iizerindeki etkileri (14.
Giin)

U. florida total aseton ekstraktinin horozibigi tohum ¢imlenmesi {izerindeki etkileri
Sekil 4.1. ve Tablo 4.1.’de belirtilmistir. Cimlenme yiizdesine ait grafik Sekil 4.2.’de ve

istatistiksel olarak fark olusturan varyans analizi sonuglar1 Tablo 4.2.”de mevcuttur.

30



Tablo 4.1. Usnea florida aseton ekstraktinin A. retroflexus tohumlari {izerindeki ¢imlenme yiizdesi
(Ortalama + standart hata)

U. florida | A. retroflexus Cimlenme Yiizdesi (%)
Kontrol 16 £43
50 pg/ml 22 +£6,2
100 pg/ml 55+£7,5
150 pg/ml 35+6,6
200 pg/ml 36 +£8,2
60
§ 50
£
9 30
£
% 20
g 10
0
Kontrol 50 pg / ml 100 pg/ ml 150 pg/ ml 200 pg/ml

Sekil 4.2. 4. retroflexus ortalama ¢imlenme yiizdesi grafigi

En yiiksek ¢imlenmenin 100 pg/ml konsantrasyonda %55, en diisiikk ¢imlenmenin ise
kontrol grubunda %16 oldugu goriilmektedir (Tablo 4.1. ve Sekil 4.2). Cimlenme yiizdeleri 50
ng/ml konsantrasyonda %22, 150 pg/ml konsantrasyonda %35 ve 200 pg/ml konsantrasyonda
ise %36 olarak tespit edilmistir. Kontrol grubuna goére 50, 100, 150 ve 200 pg/ml

konsantrasyonlarin ¢imlenme yiizdelerinin yiiksek oldugu goriilmektedir.

Tablo 4.2. Liken ekstraktinin A. retroflexus tohumlar1 {izerindeki ¢imlenme etkisinin konsantrasyonlar
arasindaki farkliligin belirlenmesinde varyans analizi sonuglari (p<0,05)

Kareler S.d Kareler F p Anlamli Fark Bulunan
Toplami Ortalamast Konsantrasyonlar
Gruplar 3627,2 4 906,8 5,045 | 0,009
Arast Kontrol ve 100 pg/ml
Gruplar Ici 2696,0 15 179,7 50 pg/ml ve 100 pg/ml
Toplam 6323,2 19
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Tablo 4.2.’de %95 giivenle A. retroflexus tohumlarinin ¢imlenme etkisini gosteren
varyans analizi sonucunda, kontrol grubu ile en fazla anlamli farki olusturan konsantrasyonun
100 pg/ml oldugu ayrica 50 ve 100 pg/ml konsantrasyonlar1 arasinda da istatistiksel olarak
anlamli bir fark oldugu ortaya c¢ikmistir. Diger konsantrasyonlar arasindaki farlilik anlaml

bulunmamustir.

4.1.2. Liken Ekstraktinin Portulaca oleracea (Semizotu) Tohum Cimlenmesi

Uzerine Etkisi

WNOIY 7o
310N IWO3Y

4

200 pug / ml

Sekil 4.3. Usnea florida aseton ekstraktinin P. oleracea tohum ¢imlenme iizerindeki etkileri (14. Giin)

U. florida total aseton ekstraktinin semizotu tohumlar: iizerindeki ¢imlenme etkileri
Sekil 4.3. ve Tablo 4.3.’de goriilmektedir. Cimlenme ylizdesine ait grafik Sekil 4.4.’de

istatistiksel olarak fark olusturan varyans analizi sonuglari ise Tablo 4.4.’de verilmistir.

Tablo 4.3. Usnea florida aseton ekstraktinin P. oleracea tohumlar lizerindeki ¢imlenme ytiizdesi
(Ortalama =+ standart hata)

U. florida | P. oleracea Cimlenme Yiizdesi (%)
Kontrol 59+2,5
50 pg/ml 58+6,2
100 pg/ml 57+3,0
150 pg/ml 50+2,5
200 pg/ml 32+3,6
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Kontrol 50 pg/ml 100 pg/ml 150 pg/ml 200 pg/ml

Sekil 4.4. P. oleracea ortalama ¢imlenme yiizdesi grafigi

Cimlenme ylizdesinin en yiiksek kontrol grubunda %59, en diisiik 200 pg/ml
konsantrasyonda %32 oldugu belirlenmistir. Cimlenme yiizdesi 50 pg/ml konsantrasyonda
%58, 100 ug/ml konsantrasyonda %57, 150 ng/ml konsantrasyonda %50 olarak hesaplanmistir
(Sekil 4.4. ve Tablo 4.4.).

Tablo 4.4. Liken ekstraktinin P. oleracea tohumlar1 iizerindeki ¢imlenme etkisinin konsantrasyonlar
arasindaki farkliligin belirlenmesinde varyans analizi sonuglari (p<0,05)

Kareler S.d Kareler F p Anlamli Fark Bulunan
Toplami1 Ortalamast Konsantrasyonlar
Gruplar 2043,2 4 510,8 8,628 | 0,001 | Kontrol  ve 200 pug/ml
Arasi 50 pg/ml ve 200 pg/ml
Gruplar gi 888,0 15 59,2 100 pg/ml ve 200 pg/ml
150 pg/ml ve 200 pg/ml
Toplam 2931,2 19

Tablo 4.4.’de %95 giivenle P. oleracea tohumlarinin ¢imlenme etkisini gosteren varyans
analizi sonucunda, kontrol grubu ile en fazla anlamli farki olusturan 200 pg/ml konsantrasyonu
oldugu ortaya ¢ikmigtir. Kontrol grubu ile; 50, 100 ve 150 pg/ml konsantrasyonlarinin
aralarinda istatistiksel olarak anlamli bir fark olmadigi ortaya c¢ikmistir. Ayrica
konsantrasyonlarin kendi aralarinda karsilastirilmasi sonucunda 200 pg/ml ve 50 pg/ml, 200
pg/ml ve 100 pg/ml, 200 pg/ml ve 150 pg/ml konsantrasyonlarinin arasinda anlamli fark

oldugu varyans analizinde belirlenmistir.
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4.1.3. Liken Ekstraktinin Setaria verticillata (Yapiskan Ot) Tohum Cimlenmesi

Uzerine Etkisi

200 ug / ml 150 ug / ml § sl

{
Q

£ 310N IWA34
-

Kontrol

=
=]
f=
e
| =
g
kel
>

100 ug / ml .
f 7

€
.\\ s
\_

i
=5

Sekil 4.5. Usnea florida aseton ekstraktinin S. verticillata tohum ¢imlenme tizerindeki etkileri (14. Giin)

U. florida total aseton ekstraktinin yapiskan ot tohumlari {izerindeki ¢imlenme etkileri
Sekil 4.5. ve Tablo 4.5.’de goriilmektedir. Cimlenme yiizdesine ait grafik Sekil 4.6.’da

istatistiksel olarak fark olusturan varyans analizi sonuglar1 ise Tablo 4.6.’de verilmistir.

Tablo 4.5. Usnea florida aseton ekstraktinin S. verticillata tohumlan lizerindeki ¢imlenme yiizdesi
(Ortalama =+ standart hata)

U. florida | S. Verticillata Cimlenme Yiizdesi (%)
Kontrol 67+3,0
50 pg/ml 69+7,5
100 pg/ml 33+59
150 pg/ml 4+28
200 pg/ml 2+20

34



u O N
o o o o

ortalama ¢imlenme ytizdesi
= N w S
o o o o

o

Kontrol 50 pg/ml 100 pg/ml 150 pg/ml 200 pg/ml

Sekil 4.6. S. verticillata ortalama ¢imlenme yiizdesi grafigi

Cimlenme ylizdesinin en yiiksek 50 pg/ml konsantrasyonda %69 ve en diisiik 200 pg/ml
konsantrasyonda %2 oldugu belirlenmistir. Cimlenme yiizdesi kontrol grubunda %67, 100
ng/ml konsantrasyonda %33, 150 pg/ml konsantrasyonda %4 olarak hesaplanmistir (Tablo 4.5.
ve Sekil 4.6.).

Tablo 4.6. Liken ekstraktinin S. verticillata tohumlari izerindeki ¢imlenme etkisinin konsantrasyonlar
arasindaki farkliligin belirlenmesinde varyans analizi sonuglari (p<0,05)

Kareler S.d Kareler F p Anlaml Fark Bulunan
Toplam Ortalamast Konsantrasyonlar
Gruplar 16936,0 4 4234,0 46,562 | 0,000 Kontrol  ve 100 ug/ml
Arast Kontrol  ve 150 pg/ml
Kontrol  ve 200 ug/ml
Gruplar ici | 1364,0 15 90,9 50 pg/ml ve 100 pg/ml

50 pg/ml ve 150 pg/ml
50 pg/ml ve 200 pg/ml

100 pg/ml ve 150 pg/ml
Topl 18300,0 19
opam ’ 100 pg/ml ve 200 pg/ml

Tablo 4.6.” da %95 giivenle S. verticillata tohumlarinin ¢imlenme etkisini gosteren
varyans analizi sonucunda kontrol grubu ile en fazla anlamli farki olusturan konsantrasyon 200
png/ml oldugu belirlenmistir. Kontrol ve 100 pg/ml, kontrol ve 150 ug/ml konsantrasyonlari
arasinda da anlamli fark oldugu ortaya ¢ikmustir. Ayrica konsantrasyonlarin kendi aralarinda
karsilastirilmast sonucunda; 50 pg/ml ve 100 pg/ml, 50 pg/ml ve 150 pg/ml, 50 pg/ml ve 200
ng/ml konsantrasyonlart ve 100 pg/ml ile 150 pg/ml ve yine 100 pg/ml ile 200 pg/ml

konsantrasyonlari arasinda anlamli fark oldugu hesaplanmustir.
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4.1.4. Liken Ekstraktinin Triticum aestivum (Bugday) Tohum Cimlenmesi Uzerine
Etkisi

25 ug / ml " 50 pg / ml

Sekil 4.7. Usnea florida aseton ekstraktinin 7. aestivum tohum ¢imlenme iizerindeki etkileri (14. Giin)

U. florida total aseton ekstraktinin bugday tohumlari tizerindeki ¢cimlenme etkileri Sekil
4.7. ve Tablo 4.7.’de goriilmektedir. Cimlenme yiizdesine ait grafik Sekil 4.8.’de istatistiksel

olarak fark olusturan varyans analizi sonuglari ise Tablo 4.8.’de verilmistir.

Tablo 4.7. Usnea florida aseton ekstraktinin 7. aestivum tohumlar lizerindeki ¢imlenme yiizdesi
(Ortalama =+ standart hata)

U. florida | T. aestivum Cimlenme Yiizdesi (%)
Kontrol 57.5+4,7
25 pg/ml 85+64
50 ug / ml 82,5+4,7
75 ng / ml 40+10,8
100 pg / ml 7,5+5,0
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Sekil 4.8. T. aestivum ortalama ¢imlenme yiizdesi grafigi

Cimlenme ylizdesinin en yiiksek 25 pg/ml %85, en diisiikk 100 pg/ml konsantrasyonda

%7,5 oldugu belirlenmistir. Cimlenme yiizdesi kontrol grubunda %57,5 degerinde ortaya

cikmistir. 50 pg/ml konsantrasyonda %82,5 ve 75 pg/ml konsantrasyonda ise %40 olarak
hesaplanmistir (Tablo 4.7. ve Sekil 4.8.).

Tablo 4.8. Liken ekstraktinin 7. aestivum tohumlari iizerindeki ¢imlenme etkisinin konsantrasyonlar
arasindaki farkliligin belirlenmesinde varyans analizi sonuglari (p<0,05)

Kareler S.d Kareler F p Anlamli Fark Bulunan
Toplami1 Ortalamast Konsantrasyonlar
Gruplar 10194,4 4 2548,6 13,253 | 0,000 | Kontrol ve 25 pg/ml
Arasi Kontrol ve 50 pg/ml
Kontrol ve 100 pg/ml
Gruplar 2500,0 15 192,3 25 pg/ml ve 75 pg/ml
fci 25 pg/ml ve 100 pg/ml
50 pg/ml ve 75 ug/ml
50 pg/ml ve 100 pg/ml
12694,4 19
Toplam 75 pg/ml ve 100 pg/ml

Tablo 4.8. de %95 giivenle T. aestivum tohumlarinin ¢imlenme etkisini gdsteren

varyans analizi sonucunda, kontrol grubu ile en fazla anlamli farki olusturan konsantrasyon 100

ug/ml oldugu belirlenmistir. Kontrol ve 25 pug/ml, kontrol ve 50 ug/ml konsantrasyonlari

arasinda da anlamli fark oldugu ortaya ¢ikmistir. Ayrica konsantrasyonlarin kendi aralarinda

karsilagtirilmast sonucunda; 25 pg/ml ve 75 pg/ml, 25 pg/ml ve 100 pg/ml, 50 pg/ml ve 75

pg/ml, 50 pg/ml ve 100 pg/ml konsantrasyonlari ve son olarak 75 pg/ml ve 100 pg/ml

konsantrasyonlari arasinda anlamli fark oldugu varyans analizi ile hesaplanmustir.
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4.2. DNA izolasyonu Sonucu DNA Miktar ve Saflik Ol¢iimii

Calismamizda dort bitki tiiriinden dozlara géore CTAB yontemiyle 19 farkli DNA izole
edilmistir (Yapiskan ot yabani ot tiiriinde 200 pg/ml konsantrasyonda yeterli miktarda 6rnek
¢imlenmedigi i¢in DNA izolasyonu yapilmamustir.). izole edilen DNA &rneklerinin miktar ve
saflik 6l¢iimleri 260 ve 280 nm dalga boylarinda spektrofotometrik olarak yapilmistir. Sonuglar
Tablo 4.9.’da verilmistir.

Tablo 4.9. Yabani otlardan ve kiiltiir bitkisinden izole edilen DNA ’larin miktar ve saflik 6l¢lim

sonuglari
Ornek Isimleri DNA Miktar1 (ng/ml) DNA Saflig
(260/280 nm)
Kontrol Horozibigi 151,2 2,02
50 ng Horozibigi 82,3 1,98
100 pg Horozibigi 98.3 2,01
150 png Horozibigi 127,8 1,99
200 pg Horozibigi 88,5 2,01
Kontrol Semizotu 412,4 2,05
50png  Semizotu 259,9 2,03
100 pg Semizotu 7149 1,98
150 pg Semizotu 516,6 2,02
200 ng Semizotu 3242 2,02
Kontrol Yapiskan Ot 264,3 1,90
50 ng Yapiskan Ot 407,1 1,89
100 ng Yapiskan Ot 273,2 1,86
150 ng Yapiskan Ot 251,6 1,83
Kontrol Bugday 907,9 2,07
25 ng Bugday 9274 2,09
50 pg Bugday 506,5 2,01
75 ng Bugday 717,2 2,07
100 pg Bugday 836,1 2,05
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4.3. ISSR ve RAPD PCR Analizleri
4.3.1. Amaranthus retroflexus (Horozibigi) ISSR ve RAPD PCR Analizleri

Usnea florida total aseton ekstraktinin 50, 100, 150 ve 200 pg konsantrasyonlarinda
cimlenen horozibigi fidelerine ait DNA’lar ile 4 adet ISSR ve 4 adet RAPD primerleri
kullanilarak PCR analizleri yapilmistir.

810 Primeri ' 813 Primeri

M K 50 100 150 200 K 350 100 150 200

Sekil 4.9. Liken ekstraktinin farkli konsantrasyonlarinda ¢imlenen horozibigi bitki DNA’larinin ISSR
810 ve 813 primerleri ile yapilan PCR jel goriintiisii ve olusan bant profilleri
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ISSR 810 primeri ve Usnea florida total aseton ekstraktinin 50, 100, 150 ve 200 pg/ml

konsantrasyonlarinda ¢imlenen horozibigi fidelerine ait DNA’lar ile yapilan PCR analizi
sonucunda 15 bant elde edilmistir. Bant biiytikliikleri 430 bp ile 3300 bp arasinda degismektedir
(Sekil 4.9.). Kontrol grubunda toplam 7 adet bant olusurken 50, 100, 150 ve 200 pg/ml
dozlarinda sirastyla 8, 7, 12 ve 10 adet bant olusmustur. Bu bantlardan 16 tanesi kontrol
grubunda olmayip yeni olusurken, 4 tanesi ise kontrol grubunda olup dozlarda kaybolmustur.
Kontrol grubunda olmayip yeni olusan bantlardan 3300 bp biiyiikliigiindeki bant 100 pg/ml
konsantrasyonda; 50 bp biyiikliglindeki bant 150 pg/ml konsantrasyonda; 800 bp
biiytikliigiindeki bant 200 pg/ml konsantrasyonda; 1100 bp biiyiikliigiindeki bant 100 ve 150
ng/ml konsantrasyonda; 2600 bp biiyiikliglindeki bant 100 ve 200 pg/ml konsantrasyonlarda;
1650 bp biiyiikliigiindeki bant 150 ve 200 pg/ml konsantrasyonda; 1100 bp biiyiikliigiindeki
bant 50, 100 ve 150 ng/ml konsantrasyonlarda ve son olarak 650 bp biiyiikliigiindeki bant 50,
100, 150 ve 200 pg/ml konsantrasyonlarda ortaya ¢ikmistir. Diger yandan kontrol grubunda var
olan 1200 bp biiyiikliglindeki bant 100 ve 200 pg/ml konsantrasyonlarda ve 860 bp
bliytikliigiindeki bant 50 ve 100 pg/ml konsantrasyonlarda kaybolmustur. Ayrica 1860 bp
biiyiikliigiindeki bandin liken asidi uygulanan tiim konsantrasyonlarda yogunlugunun azaldig:
ve kontrol grubunda bulunan 2900 bp biiyiikliigiindeki bandin yogunlugunun 200 pg/ml

konsantrasyonda arttig1 gézlemlenmistir.
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Sekil 4.10. ISSR-PCR 810 primerinden olusan dendogram

Jaccard benzerlik degerleriyle olusturulan UPGMA dendogramina (Sekil 4.10.) gore
kontrol grubunun dozlardan ayrildigr gozlemlenmektedir. Uygulanan liken total aseton
ekstraktinin diisiik konsantrasyondan yiiksek konsantrasyona dogru dallanmalar olusturmasi

sonuglarin anlamli oldugunu gostermektedir.
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ISSR 813 primeri ve Usnea florida total aseton ekstraktinin 50, 100, 150 ve 200 pg/ml

konsantrasyonlarinda ¢imlenen horozibigi fidelerine ait DNA’lar ile yapilan PCR analizi
sonucunda 12 bant elde edilmistir. Bant biiytikliikleri 730 bp ile 3000 bp arasinda degismektedir
(Sekil 4.9.). Kontrol grubunda toplam 7 adet bant olusurken 50, 100, 150 ve 200 pg/ml
dozlarinda sirastyla 9, 9, 9 ve 6 adet bant olusmustur. Bu bantlardan 7 tanesi kontrol grubunda
olmayip yeni olusurken, 2 tanesi ise kontrol grubunda olup dozlarda kaybolmustur. Kontrol
grubunda olmay1p yeni olusan bantlardan 920 ve 2700 bp biiyiikliigiindeki bantlar 50 pg/ml
konsantrasyonda; 1550 bp biiyiikliiglindeki bantlar 50, 100 ve 150 pg/ml konsantrasyonlarda;
1000 bp biiyiikliigiindeki bantlar ise 100 ve 150 pg/ml konsantrasyonlarda ortaya ¢ikmuistir.
Diger yandan kontrol grubunda var olan 1300 bp biiyiikliigiindeki bant 50 ve 200 pg/ml
konsantrasyonlarda kaybolmustur. Ayrica 1500 ve 3200 bp biiyiikliigiindeki bantlarin liken
asidi uygulanan tiim konsantrasyonlarda ve kontrol grubunda bulunan 1700 bp biiyiikliigiindeki

bandin 200 pg/ml konsantrasyonda yogunlugunun arttig1 gozlemlenmistir.
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Sekil 4.11. ISSR-PCR 813 primerinden olusan dendogram

Jaccard benzerlik degerleriyle olusturulan UPGMA dendogramina (Sekil 4.11.) gore
kontrol grubunun 100 pg/ml konsantrasyonla bir arada kiimelendigi gézlemlenmektedir. 50,
150 ve 200 pg/ml olan konsantrasyonlar ise ikinci bir kiimede toplanmistir. 50 ve 150 pg/ml
konsantrasyonlarinin birlikte gruplanmasi benzerlik oranlarmin yiiksek oldugu sonucunu

gostermektedir.
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Sekil 4.12. Liken ekstraktinin farkli konsantrasyonlarinda ¢imlenen horozibigi bitki DNA’larmin ISSR
812 ve 815 primerleri ile yapilan PCR jel goriintiisii ve olusan bant profilleri

ISSR 812 primeri ve Usnea florida total aseton ekstraktinin 50, 100, 150 ve 200 pg/ml

konsantrasyonlarinda ¢imlenen horozibigi fidelerine ait DNA’lar ile yapilan PCR analizi
sonucunda 7 bant elde edilmistir. Bant biiytikliikleri 700 bp ile 2100 bp arasinda degismektedir
(Sekil 4.12.). Kontrol grubunda toplam 7 adet bant olusurken 50, 100, 150 ve 200 pg/ml
dozlarinda sirastyla 6, 6, 5 ve 5 adet bant olusmustur. Bu bantlardan 6 tanesi kontrol grubunda
olup dozlarda kaybolmustur. ISSR 812 primerinde kontrol grubunda olmay1p yeni olusan bant

olmamustir.

42



Kontrol grubunda var olan 820 bp biiytikliigiindeki bant liken ekstrakti uygulanan tim
konsantrasyonlarda ve 950 bp biiyiikliigiindeki bant 150 ve 200 pg/ml konsantrasyonlarda
kaybolmustur. Ayrica 720 ve 1300 bp biiyiikliigiindeki bantlarin liken asidi uygulanan tiim

konsantrasyonlarda yogunlugunun azaldigi goézlemlenmistir.

Sekil 4.13. ISSR-PCR 812 primerinden olusan dendogram

Jaccard benzerlik degerleriyle olusturulan UPGMA dendogramina (Sekil 4.13.) gore
kontrol grubunun diisiik konsantrasyonlarla ayn1 yerde kiimelendigi goriilmiistiir. Sekil 4.13.”
ya gore 50 ve 100 pg/ml ile 150 ve 200 pg/ml konsantrasyonlarinin kendi aralarinda benzerlik
yoniinden ayni olduklar1 ortaya ¢ikmustir. Yiiksek konsantrasyonlarin ayri dal olusturmasi

sonuglarin anlamli oldugunu gostermektedir.

ISSR 815 primeri ve Usnea florida total aseton ekstraktinin 50, 100, 150 ve 200 pg/ml

konsantrasyonlarinda ¢imlenen horozibigi fidelerine ait DNA’lar ile yapilan PCR analizi
sonucunda 11 bant elde edilmistir. Bant biiyiikliikleri 300 bp ile 3100 bp arasinda degismektedir
(Sekil 4.12.). Kontrol grubunda toplam 10 adet bant olusurken 50, 100, 150 ve 200 pg/ml
dozlarinda sirastyla 7, 7, 8 ve 7 adet bant olusmustur. Bu bantlardan 1 tanesi kontrol grubunda
olmay1p yeni olusurken,12 tanesi ise kontrol grubunda olup dozlarda kaybolmustur. Kontrol
grubunda olmayip yeni olusan 1600 bp biiyiikliigiindeki bant 150 pg/ml konsantrasyonlarda
ortaya ¢ikmistir. Diger yandan kontrol grubunda var olan 1450 bp biiyiikliigiindeki bant liken
ekstrakti uygulanan tiim konsantrasyonlarda ve 1320 bp biiytikliigiindeki bant 50 ve 100 pg/ml
konsantrasyonlarda; 1650 bp biiyiikliigiindeki bant 50 ve 150 pg/ml konsantrasyonlarda; 410
bp biiyiikliiglindeki bant 100, 150 ve 200 pg/ml konsantrasyonlarda ve son olarak 640 bp
blyiikliigiindeki bant 200 pg/ml konsantrasyonda kaybolmustur. Ayrica kontrol grubunda
bulunan 1030 ve 2150 bp biiyiikliigiindeki bantlarin 200 pg/ml konsantrasyonda yogunlugunun

arttig1 gozlemlenmistir.
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Sekil 4.14. ISSR-PCR 815 primerinden olusan dendogram

Jaccard benzerlik degerleriyle olusturulan UPGMA dendogramina (Sekil 4.14.) gore
yliksek konsantrasyonlarin dallanmalar olusturup kontrol grubu ve diisiik konsantrasyonlardan
ayrildigr gozlemlenmektedir. Kontrol grubu ile 150 ve 200 pg/ml konsantrasyonlarinin
benzerlik oranlarinin diisiik oldugu ortaya ¢ikmistir. Uygulanan liken total aseton ekstraktinin
diisiik konsantrasyondan yiiksek konsantrasyona dogru dallanmalar olusturmasi sonuglarin

anlamli oldugunu gostermektedir.

OPA2 Primeri D11 Primeri

M K 50 100 150 200 K 50 100 150 200

Sekil 4.15. Liken ekstraktinin farkli konsantrasyonlarinda ¢imlenen horozibigi bitki DNA’larinin
RAPD OPA2 ve D11 primerleri ile yapilan PCR jel goriintiisii ve olusan bant profilleri
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RAPD OPA2 primeri ve Usnea florida total aseton ekstraktinin 50, 100, 150 ve 200

ng/ml konsantrasyonlarinda ¢imlenen horozibigi fidelerine ait DNA’lar ile yapilan PCR analizi
sonucunda 12 bant elde edilmistir. Bant biiytikliikleri 340 bp ile 3100 bp arasinda degismektedir
(Sekil 4.15.). Kontrol grubunda toplam 9 adet bant olusurken 50, 100, 150 ve 200 pg/ml
dozlarinda sirastyla 6, 8, 7 ve 6 adet bant olusmustur. Bu bantlardan 8 tanesi kontrol grubunda
olmayip yeni olusurken, 17 tanesi ise kontrol grubunda olup dozlarda kaybolmustur. Kontrol
grubunda olmayi1p yeni olusan 650 ve 2800 bp biiyiikliigiindeki bantlar 100, 150 ve 200 pg/ml
konsantrasyonlarda ve 900 bp biiytikliigiindeki bant ise 50 ve 100 pg/ml konsantrasyonlarinda
ortaya ¢ikmistir. Diger yandan kontrol grubunda var olan 600 ve 1200 bp biiyiikliigiindeki
bantlar liken ekstrakti uygulanan tiim konsantrasyonlarda ve 1800 bp biiytikliigiindeki bant 50,
100 ve 200 pg/ml konsantrasyonda; 3100 bp biiyiikliigiindeki bant 100, 150 ve 200 pg/ml
konsantrasyonda son olarak 1000 bp biyiikligiindeki bant 50, 150 ve 200 pg/ml
konsantrasyonda kaybolmustur. Ayrica 690, 1500 ve 2300 bp biiyiikliigiindeki bantlarin liken
asidi uygulanan tiim konsantrasyonlarda ve kontrol grubunda bulunan 3100 bp biiyiikliigiindeki

bandin 50 pg/ml konsantrasyonda yogunlugunun arttig1 gézlemlenmistir.
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Sekil 4.16. RAPD-PCR OPA?2 primerinden olusan dendogram

Jaccard benzerlik degerleriyle olusturulan UPGMA dendogramina (Sekil 4.16.) gore
kontrol grubunun dozlardan ayrildigi gézlemlenmektedir. Buna gore kontrol grubu ve liken
ekstraktt uygulanan konsantrasyonlarin benzerlik oranlarmin diisiik oldugu ve sonuglarin
anlamli oldugu ortaya ¢ikmaktadir. 50 ve 100 pg/ml ile 150 ve 200 ng/ml konsantrasyonlar ayri
ayri alt kiilmelenmistir. Konsantrasyon artisina bagli olarak primer baglanma bolgelerindeki

degisikliklerin artt1ig1 ifade edilebilir.
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RAPD D11 primeri ve Usnea florida total aseton ekstraktinin 50, 100, 150 ve 200 pg/ml

konsantrasyonlarinda ¢imlenen horozibigi fidelerine ait DNA’lar ile yapilan PCR analizi
sonucunda 6 bant elde edilmistir. Bant biiyiikliikleri 1000 bp ile 2800 bp arasinda degismektedir
(Sekil 4.15.). Kontrol grubunda toplam 5 adet bant olusurken 50, 100, 150 ve 200 pg/ml
dozlarinda sirastyla 4, 5, 3 ve 3 adet bant olusmustur. Bu bantlardan 1 tanesi kontrol grubunda
olmayip yeni olusurken, 6 tanesi ise kontrol grubunda olup dozlarda kaybolmustur. Kontrol
grubunda olmayip yeni olusan 1200 bp biiyiikliigiindeki bant 100 pg/ml konsantrasyonda
ortaya ¢ikmistir. Ayrica kontrol grubunda var olan 1000 bp biiytikliigiindeki bant liken ekstrakt
uygulanan tiim konsantrasyonlarda ve 1430 bp biiyiikliigiindeki bant 150 ve 200 pg/ml
konsantrasyonlarda kaybolmustur. 1300, 2100 ve 2800 bp biiyiikliigiindeki bantlarin liken asidi

uygulanan tiim konsantrasyonlarda yogunlugunun azaldig1 gézlemlenmistir.

Sekil 4.17. RAPD-PCR D11 primerinden olusan dendogram

Jaccard benzerlik degerleriyle olusturulan UPGMA dendogramina (Sekil 4.17.) gore
200 pg/ml konsantrasyonunun ayri dallanma yaptigi gozlemlenmektedir. Yiiksek
konsantrasyonun kontrol ve diger dozlardan ayrilmasi benzerliginin azaldigini ifade etmektedir.
Uygulanan liken total aseton ekstraktinin diisiik konsantrasyondan yiiksek konsantrasyona

dogru dallanmalar olusturmasi sonuglarin anlamli oldugunu gostermektedir.
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Sekil 4.18. Liken ekstraktinin farkli konsantrasyonlarinda ¢imlenen horozibigi bitki DNA’larinin
RAPD PM3 ve PM10 primerleri ile yapilan PCR jel goriintiisii ve olusan bant profilleri

RAPD PM3 primeri ve Usnea florida total aseton ekstraktinin 50, 100, 150 ve 200 pg/ml

konsantrasyonlarinda ¢imlenen horozibigi fidelerine ait DNA’lar ile yapilan PCR analizi
sonucunda 5 bant elde edilmistir. Bant biiyiikliikleri 750 bp ile 3100 bp arasinda degismektedir
(Sekil 4.18.). Kontrol grubunda toplam 5 adet bant olusurken 50, 100, 150 ve 200 pg/ml
dozlarinda sirasiyla 2, 2, 2 ve 2 adet bant olusmustur. Bu bantlardan 12 tanesi ise kontrol
grubunda olup dozlarda kaybolmustur. RAPD PM3 primerinde kontrol grubunda olmayip yeni
olusan bant olmamistir. Kontrol grubunda var olan 900, 1600 ve 3100 bp biiytikliiglindeki bant
liken ekstraktt uygulanan tiim konsantrasyonlarda kaybolmustur. Ayrica 850 bp
biiytikliglindeki bandin liken asidi uygulanan tiim konsantrasyonlarda yogunlugunun azaldigi

gbzlemlenmistir.
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Sekil 4.19. RAPD-PCR PM3 primerinden olusan dendogram

Jaccard benzerlik degerleriyle olusturulan UPGMA dendogramina (Sekil 4.19.) gore
kontrol grubunun konsantrasyonlardan ayrildigir gézlemlenmektedir. Liken ekstraktinin tiim
konsantrasyonlarindaki bant profili ayni oldugundan % 100 benzerlikle bir arada

kiimelenmislerdir.

RAPD PM10 primeri ve Usnea florida total aseton ekstraktinin 50, 100, 150 ve 200

ng/ml konsantrasyonlarinda ¢imlenen horozibigi fidelerine ait DNA’lar ile yapilan PCR analizi
sonucunda 15 bant elde edilmistir. Bant biiytikliikleri 400 bp ile 3600 bp arasinda degismektedir
(Sekil 4.18.). Kontrol grubunda toplam 8 adet bant olusurken 50, 100, 150 ve 200 pg/ml
dozlarinda sirasiyla 5, 8, 7 ve 9 adet bant olugsmustur. Bu bantlardan 14 tanesi kontrol grubunda
olmayip yeni olusurken, 17 tanesi ise kontrol grubunda olup dozlarda kaybolmustur. Kontrol
grubunda olmayip yeni olusan 580 ve 740 bp biytkliigiindeki bantlar 100 pg/ml
konsantrasyonda; 1300 bp biiyiikliigiindeki bant ise 200 pg/ml konsantrasyonda; 2400 bp
buytikliigiindeki bant 100 ve 200 pg/ml konsantrasyonlarda; 1400 bp biiytikliigiindeki bant 150
ve 200 pg/ml konsantrasyonlarda; 700 bp biiyiikliigiindeki bant ise 100, 150 ve 200 pug/ml
konsantrasyonlarda ve son olarak 1100 bp biiytikliigiindeki bant 50, 100, 150 ve 200 pg/ml
konsantrasyonlarda ortaya ¢ikmistir. Diger yandan kontrol grubunda var olan 950, 3150 ve
3600 bp biiyiikliigiindeki bantlar liken ekstrakti uygulanan tiim konsantrasyonlarda; 640 bp
bliytikliigiindeki bant 50 ve 100 pg/ml konsantrasyonlarda ve 400 bp biiyiikliigiindeki bant 100,
150 ve 200 pg/ml konsantrasyonlarda kaybolmustur. Ayrica 850 ve 1500 bp biiyiikliigiindeki

bantlarin liken asidi uygulanan tiim konsantrasyonlarda yogunlugunun arttig1 gézlemlenmistir.
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Sekil 4.20. RAPD-PCR PM10 primerinden olusan dendogram

Jaccard benzerlik degerleriyle olusturulan UPGMA dendogramina (Sekil 4.20.) gore

kontrol grubunun dozlardan ayrildigi goézlemlenmektedir. Uygulanan liken total aseton

ekstraktinin diisiik konsantrasyondan yiiksek konsantrasyona dogru dallanmalar olusturmasi

sonuglarin anlamli oldugunu gostermektedir. Kontrol grubu ile konsantrasyonlar arasindaki

benzerlik oraninin diisiik oldugu ortaya ¢ikmistir.

Yapilan ISSR ve RAPD PCR analizleri sonrasinda her primer i¢in 6rneklerin bant

profilleri kontroliin bant profilleriyle karsilastirilarak polimorfizm hesaplamalari yapilmustir.

Kontrolde var olup dozlarda bulunmayan ve/veya kontrole gore dozlarda yeni olusan bantlar

polimorfik olarak degerlendirilmistir (Tablo 4.10.)

Tablo 4.10. A. retroflexus bitkisi PCR analizleri polimorfik bant sayis1 ve GKS degerleri

Primer Kontrol 50 ng 100 pg 150 pg 200 pg
ISSR Toplam
RAPD Bant Sayis1 | b a b a b a b
810 7 2 1 5 2 5 0 4 1
813 7 3 1 2 0 2 0 0 1
812 7 0 1 0 1 0 2 0 2
815 10 0 3 0 3 1 3 0 3
OPA2 9 1 4 3 4 2 4 2 5
D11 5 0 1 1 1 0 2 0 2
PM3 5 0 3 0 3 0 3 0 3
PM10 8 1 4 5 5 3 4 5 4
at+b 58 25 35 28 32
GKS %56,9 %39,7 %51,7 %44.,9

a: Kontrole gore yeni olusan bant sayisi, b: Kontrole gore kaybolan bant sayisi,

a+b: Polimorfik bant sayisi
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ISSR ve RAPD analizi sonuglarina gore genomik kalip stabilitesi degerleri
hesaplanmistir. Elde edilen degerlere gore Usnea florida total aseton ekstrakti uygulanan
horozibigi yabani ot tiiriinde en yiiksek GKS degeri 50 pg/ml konsantrasyonda %56,9 ve en
diisiik GKS degeri 100 pg/ml konsantrasyonda %39,7 olarak hesaplanmistir. GKS degerleri

sirastyla; 150 pg/ml konsantrasyon igin %51,7 ve 200 ng/ml konsantrasyon i¢in %44,9 olarak
bulunmustur (Tablo 4.10.).

4.3.2. Portulaca oleracea (Semizotu) ISSR ve RAPD PCR Analizleri

Usnea florida total aseton ekstraktinin 50, 100, 150 ve 200 pg konsantrasyonlarinda
cimlenen semizotu fidelerine ait DNA’lar ile 4 adet ISSR ve 4 adet RAPD primerleri
kullanilarak PCR analizleri yapilmistir.
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Sekil 4.21. Liken ekstraktinin farkli konsantrasyonlarinda ¢gimlenen semizotu bitki DNA’larinin ISSR
812 ve 813 primerleri ile yapilan PCR jel goriintiisii ve olugan bant profilleri
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ISSR 812 primeri ve Usnea florida total aseton ekstraktinin 50, 100, 150 ve 200 pg/ml

konsantrasyonlarinda ¢imlenen semizotu fidelerine ait DNA’lar ile yapilan PCR analizi
sonucunda 9 bant elde edilmistir. Bant biiytikliikleri 470 bp ile 2290 bp arasinda degismektedir
(Sekil 4.21.). Kontrol grubunda toplam 5 adet bant olusurken 50, 100, 150 ve 200 pg/ml
dozlarinda sirastyla 6, 6, 5 ve 7 adet bant olusmustur. Bu bantlardan 9 tanesi kontrol grubunda

olmayip yeni olusurken, 5 tanesi ise kontrol grubunda olup dozlarda kaybolmustur.

Kontrol grubunda olmay1ip yeni olusan bantlardan 2290 bp biiyiikliigiindeki bantlar 50,
100, 150 ve 200 pg/ml konsantrasyonlarda; 520 bp biiyiikliigiindeki bant 50, 100 ve 150 pg/ml
konsantrasyonlarda ve son olarak 540 ve 470 bp biiylikliigiindeki bantlar 200 pg/ml
konsantrasyonda ortaya c¢ikmustir. Diger yandan kontrol grubunda var olan 990 bp
blyiikliiglindeki bant liken ekstraktt uygulanan tiim konsantrasyonlarda ve 1550 bp
biiytlikliigiindeki bant 150 pg/ml konsantrasyonda kaybolmustur. Ayrica kontrol grubunda
bulunan 1300 ve 1120 bp biiyiikliigiindeki bantlarin 200 pg/ml konsantrasyonda yogunlugunun
arttigit ve 820 bp biiyiikliigiindeki bandin liken asidi uygulanan tiim konsantrasyonlarda

yogunlugunun azaldig1 gozlemlenmistir.

L ]

Sekil 4.22. ISSR-PCR 812 primerinden olusan dendogram

Jaccard benzerlik degerleriyle olusturulan UPGMA dendogramina (Sekil 4.22.) gore
kontrol grubunun dozlardan ayrildigi gozlemlenmektedir. Buna gore kontrol grubu ve
konsantrasyonlarin benzerlik oranlarinin diisiik oldugu ortaya ¢ikmistir. Uygulanan liken total
aseton ekstraktinin diisiik konsantrasyondan yliksek konsantrasyona dogru dallanmalar

olusturmasi sonuglarin anlamli oldugunu gostermektedir.
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ISSR 813 primeri ve Usnea florida total aseton ekstraktinin 50, 100, 150 ve 200 pg/ml

konsantrasyonlarinda ¢imlenen semizotu fidelerine ait DNA’lar ile yapilan PCR analizi
sonucunda 8 bant elde edilmistir. Bant biiytikliikleri 730 bp ile 3500 bp arasinda degismektedir.
(Sekil 4.21.) Kontrol grubunda toplam 7 sayida bant olusurken 50, 100, 150 ve 200 pg/ml
dozlarinda sirasiyla 6, 8, 8 ve 8 sayida bant olusmustur. Bu bantlardan 3 tanesi kontrol grubunda
olmayip yeni olusurken, 1 tanesi ise kontrol grubunda olup dozlarda kaybolmustur. Kontrol
grubunda olmay1p yeni olugan bantlardan 3500 bp biiytikliiglindeki bant 100, 150 ve 200 pg/ml
konsantrasyonlarda ortaya g¢ikmistir. Diger yandan kontrol grubunda bulunan 3000 bp
biiylikliigiindeki bant 50 pg/ml konsantrasyonda kaybolmustur. Ayrica kontrol grubunda
bulunan 750 ve 850 bp biyiikligiindeki bantlarin liken ekstraktt uygulanan tim

konsantrasyonlarda yogunlugunun arttig1 gézlemlenmistir.

Sekil 4.23. ISSR-PCR 813 primerinden olusan dendogram

Jaccard benzerlik degerleriyle olusturulan UPGMA dendogramina (Sekil 4.23.) gore
kontrol grubunun diisik konsantrasyonla dallanma yaptig1 sonucu ortaya c¢ikmistir.
Dendograma gore kontrol grubu ile 50 pg/ml konsantrasyonu ayni dalda kiimelenirken 100,

150 ve 200 pg/ml konsantrasyonlarinin bir arada kiimelendikleri tespit edilmistir.
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Sekil 4.24. Liken ekstraktinin farkli konsantrasyonlarinda ¢imlenen semizotu bitki DNA’larinin ISSR
814 ve 815 primerleri ile yapilan PCR jel goriintiisii ve olusan bant profilleri

ISSR 814 primeri ve Usnea florida total aseton ekstraktinin 50, 100, 150 ve 200 pg/ml

konsantrasyonlarinda ¢imlenen semizotu fidelerine ait DNA’lar ile yapilan PCR analizi
sonucunda 8 bant elde edilmistir. Bant biiyiikliikleri 650 bp ile 3000 bp arasinda degismektedir
(Sekil 4.24.). Kontrol grubunda toplam 6 adet bant olusurken 50, 100, 150 ve 200 pg/ml
dozlarinda sirastyla 5, 5, 5 ve 5 adet bant olusmustur. Bu bantlardan 2 tanesi kontrol grubunda

olmay1p yeni olusurken, 6 tanesi ise kontrol grubunda olup dozlarda kaybolmustur.
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Kontrol grubunda olmayip yeni olusan bantlardan 690 ve 750 bp biiyiikliiglindeki
bantlar 50 pg/ml konsantrasyonda ortaya ¢ikmustir. Diger yandan kontrol grubunda bulunan
780 ve 3000 bp biiyiikliigiindeki bantlar 50 pg/ml konsantrasyonda; 850 bp biiyiikliigiindeki
bant ise tiim konsantrasyonlarda kaybolmustur. Ayrica kontrol grubunda bulunan 1000, 1120
ve 1550 bp biiyiikliigiindeki bantlarin liken ekstrakti uygulanan tim konsantrasyonlarda

yogunlugunun azaldigi gozlemlenmistir.
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Sekil 4.25. ISSR-PCR 814 primerinden olusan dendogram

Jaccard benzerlik degerleriyle olusturulan UPGMA dendogramina (Sekil 4.25.) gore
kontrol grubunun dozlardan ayrildig1 gozlemlenmektedir. Dendograma goére konsantrasyonlar

ile kontrol grubunun benzerlik oraninin diisiik oldugu ortaya ¢ikmaistir.

ISSR 815 primeri ve Usnea florida total aseton ekstraktinin 50, 100, 150 ve 200 pg/ml

konsantrasyonlarinda ¢imlenen semizotu fidelerine ait DNA’lar ile yapilan PCR analizi
sonucunda 12 bant elde edilmistir. Bant biiyiikliikleri 500 bp ile 2800 bp arasinda
degismektedir. (Sekil 4.24.) Kontrol grubunda toplam 12 sayida bant olusurken 50, 100, 150
ve 200 pg/ml dozlarinda sirasiyla 11, 12, 11 ve 11 sayida bant olusmustur. Bu bantlardan 3
tanesi kontrol grubunda olup dozlarda kaybolmustur. ISSR 815 primerinde kontrol grubunda
olmayip yeni olusan bant olmamistir. Kontrol grubunda var olan 870 bp biiyiikliigiindeki bant
ise 50 pg/ml konsantrasyonda ve 600 bp biiylikliigiindeki bant 150 ve 200 pg/ml
konsantrasyonlarinda kaybolmustur. Ayrica kontrol grubunda bulunan 820 bp biiyiikliiglindeki
bandin yogunlugunun 200 pg/ml konsantrasyonda arttig1 ve 1300 bp biiyiikliglindeki bandin

yogunlugunun liken ekstrakti uygulanan tiim konsantrasyonlarda arttig1 gézlemlenmistir.
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Sekil 4.26. ISSR-PCR 815 primerinden olusan dendogram

Jaccard benzerlik degerleriyle olusturulan UPGMA dendogramina (Sekil 4.26.) gore
kontrol grubunun50 ve 100 pg/ml konsantrasyonlar ile ayni1 kiimede ama farkli dallandigi
goriilmiistiir. 150 ve 200 pg/ml konsantrasyonlarmin dendogramda ayr1 kiimelendigi ve kontrol

grubu ile benzerlik oranlarinin diisiik oldugu ortaya ¢ikmustir.
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Sekil 4.27. Liken ekstraktinin farkli konsantrasyonlarinda ¢imlenen semizotu bitki DNA’larinin
RAPD OPA2 ve D11 primerleri ile yapilan PCR jel goriintiisii ve olusan bant profilleri
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RAPD OPA2 primeri ve Usnea florida total aseton ekstraktinin 50, 100, 150 ve 200

ng/ml konsantrasyonlarinda ¢imlenen semizotu fidelerine ait DNA’lar ile yapilan PCR analizi
sonucunda 13 bant elde edilmistir. Bant biiytikliikleri 480 bp ile 3000 bp arasinda degismektedir
(Sekil 4.27.). Kontrol grubunda toplam 8 adet bant olusurken 50, 100, 150 ve 200 pg/ml
dozlarinda sirasiyla 8, 11, 11 ve 11 adet bant olusmustur. Bu bantlardan 13 tanesi kontrol

grubunda olmay1p yeni olusurken, 4 tanesi ise kontrol grubunda olup dozlarda kaybolmustur.

Kontrol grubunda olmay1p yeni olusan bantlardan 1700 bp biiyiikliigiindeki bantlar 100
ng/ml konsantrasyonda; 770 bp biiyiikliigiindeki bant 150 ve 200 pg/ml konsantrasyonda; 870
ve 1400 bp biiyiikliigiindeki bantlar 100, 150 ve 200 pg/ml konsantrasyonlarda ve son olarak
2200 bp biiyiikliigiindeki bant liken ekstrakti uygulanan tiim konsantrasyonlarda ortaya
cikmistir. Diger yandan kontrol grubunda var olan 610 bp biiyiikliigiindeki bant liken ekstrakti
uygulanan tiim konsantrasyonlarda kaybolmustur. Ayrica kontrol grubunda bulunan 3000 bp
biiyiikliigiindeki bandin liken ekstrakti uygulanan tiim konsantrasyonlarda yogunlugunun

arttig1 gozlemlenmistir.
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Sekil 4.28. RAPD-PCR OPA?2 primerinden olusan dendogram

Jaccard benzerlik degerleriyle olusturulan UPGMA dendogramina (Sekil 4.28.) gore
kontrol grubunun dozlardan ayrildigr goézlemlenmektedir. Uygulanan liken total aseton
ekstraktinin diisiik konsantrasyondan yliksek konsantrasyona dogru dallanmalar olusturmasi
sonuclarin anlamli oldugunu goéstermektedir. Ayrica kontrol grubu ile 50, 100, 150 ve 200

ng/ml konsantrasyonlarinin benzerlik oranlarinin diisiik oldugu ortaya ¢ikmustir.

56



RAPD D11 primeri ve Usnea florida total aseton ekstraktinin 50, 100, 150 ve 200 pg/ml

konsantrasyonlarinda ¢imlenen semizotu fidelerine ait DNA’lar ile yapilan PCR analizi
sonucunda 13 bant elde edilmistir. Bant biiytikliikleri 750 bp ile 3500 bp arasinda degismektedir
(Sekil 4.27.). Kontrol grubunda toplam 7 adet bant olusurken 50, 100, 150 ve 200 pg/ml
dozlarinda sirasiyla 8, 7, 9 ve 9 adet bant olugsmustur. Bu bantlardan 10 tanesi kontrol grubunda
olmayip yeni olusurken, 5 tanesi ise kontrol grubunda olup dozlarda kaybolmustur. Kontrol
grubunda olmayip yeni olusan bantlardan 2200 bp biiyilikliiglindeki bant ise 50 pg/ml
konsantrasyonda; 1000, 1100 ve 1800 bp biiyiikliigiindeki bantlar 200 pg/ml konsantrasyonda;
785 bp biiyiikliigiindeki bant 150 ve 200 pg/ml konsantrasyonlarda ve son olarak 2500 bp
biiyilikliigiindeki bant 50, 100, 150 ve 200 pg/ml konsantrasyonlarda ortaya ¢ikmistir.

Diger yandan kontrol grubunda var olan 1900 ve 3500 bp biiyiikliigiindeki bantlar 200
pg/ml konsantrasyonda ve 940 bp biiyiikliiglindeki bant 50, 100 ve 200 pg/ml konsantrasyonda
kaybolmustur. Ayrica kontrol grubunda bulunan 1200 bp biiyiikliigiindeki bandin liken
ekstrakti uygulanan 100 ve 150 pug/ml konsantrasyonlarda yogunlugunun arttigi; 1600 ve 3000
bp biiyiikliigiindeki bantlarinin ise 200 pg/ml’ de yogunlugunun azaldigi gézlemlenmistir.

Sekil 4.29. RAPD-PCR D11 primerinden olusan dendogram

Jaccard benzerlik degerleriyle olusturulan UPGMA dendogramina (Sekil 4.29.) gore
kontrol grubunun dozlardan ayrildig1 gézlemlenmektedir. Uygulanan yiiksek konsantrasyonun
ayr1 bir dallanma yapmasi kontrol grubu ve diger konsantrasyonlar ile benzerlik oranlarinin
diisik oldugunu gostermektedir. Usnea florida total aseton ekstraktinin diisiik
konsantrasyondan yiiksek konsantrasyona dogru dallanmalar olusturmasi sonuglarin anlamli

oldugunu gostermektedir.
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Sekil 4.30. Liken ekstraktinin farkli konsantrasyonlarinda ¢imlenen semizotu bitki DNA’larinin
RAPD PM3 ve PM10 primerleri ile yapilan PCR jel goriintiisii ve olusan bant profilleri

RAPD PM3 primeri ve Usnea florida total aseton ekstraktinin 50, 100, 150 ve 200 pg/ml

konsantrasyonlarinda ¢imlenen semizotu fidelerine ait DNA’lar ile yapilan PCR analizi
sonucunda 15 bant elde edilmistir. Bant biiyiikliikleri 450 bp ile 3200 bp arasinda degismektedir
(Sekil 4.30.). Kontrol grubunda toplam 10 adet bant olusurken 50, 100, 150 ve 200 pg/ml
dozlarinda sirasiyla 8, 10, 8 ve 9 adet bant olusmustur. Bu bantlardan 16 tanesi kontrol grubunda
olmayip yeni olusurken, 21 tanesi ise kontrol grubunda olup dozlarda kaybolmustur. Kontrol
grubunda olmayip yeni olusan bantlardan 450 bp biiyiikligiindeki bant 200 pg/ml
konsantrasyonda; 830, 1050, 1200 bp biiyiikliigiindeki bantlar 50, 100, 150 ve 200 pg/ml
konsantrasyonlarda ve son olarak 3200 bp biiyiikliigiindeki bantlar 50, 100 ve 200 pg/ml

konsantrasyonlarda ortaya ¢ikmistir.
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Ayrica kontrol grubunda var olan 2600 bp biiyikligindeki bant 150 pg/ml
konsantrasyonda; 550 bp biiyiikliigiindeki bant 50 ve 200 pg/ml konsantrasyonlarda; 2100 bp
biiytikliigiindeki bant 50, 150 ve 200 pg/ml konsantrasyonlarda; 1150 bp biiytiikliigiindeki bant
ise 50, 100 ve 200 pg/ml konsantrasyonlarda ve son olarak 600, 730 ve 1600 bp
blytikliigiindeki bantlar liken ekstraktt uygulanan tiim konsantrasyonlarda kaybolmustur.
Kontrolde bulunan 1700 bp biiyiikliiglindeki bandin 150 ve 200 pg/ml konsantrasyonlarda

yogunlugunun artig1 gézlemlenmistir.

Sekil 4.31. RAPD-PCR PM3 primerinden olusan dendogram

Jaccard benzerlik degerleriyle olusturulan UPGMA dendogramina (Sekil 4.31.) gore
kontrol grubunun dozlardan ayrildig1 gozlemlenmektedir. Dendograma gore kontrol grubu ile
200 pg/ml konsantrasyonun benzerlik oraninin diisiik oldugu ortaya ¢ikmistir. Uygulanan liken
total aseton ekstraktinin diigiik konsantrasyondan yiiksek konsantrasyona dogru dallanmalar

olusturmasi sonuglarin anlamli oldugunu gostermektedir.

RAPD PM10 primeri ve Usnea florida total aseton ekstraktinin 50, 100, 150 ve 200

ng/ml konsantrasyonlarinda ¢imlenen semizotu fidelerine ait DNA’lar ile yapilan PCR analizi
sonucunda 13 bant elde edilmistir. Bant biiyiikliikleri 500 bp ile 3000 bp arasinda degismektedir
(Sekil 4.30.). Kontrol grubunda toplam 6 adet bant olusurken 50, 100, 150 ve 200 pg/ml
dozlarinda sirasiyla 10, 10, 10 ve 9 adet bant olusmustur. Bu bantlardan 20 tanesi kontrol
grubunda olmay1p yeni olusurken, 5 tanesi ise kontrol grubunda olup dozlarda kaybolmustur.
Kontrol grubunda olmayip yeni olusan bantlardan 150 bp biiyiikliigiindeki bant 50 pg/ml
konsantrasyonda; 3000 bp biiylikliigiindeki bant 200 pg/ml konsantrasyonda; 1000 bp
biiytikliigiindeki bant 100, 150 ve 200 pg/ml konsantrasyonlarda; 1200 bp biiyiikliiglindeki bant
50, 100 ve 150 pg/ml konsantrasyonlarda; 750, 1300 ve 2100 bp biiyiikliiglindeki bantlar liken

ekstrakti uygulanan tiim konsantrasyonlarda ortaya ¢ikmistir.
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Ayrica kontrol grubunda var olan 800 bp biiyiikliiglindeki ban liken ekstrakti uygulanan
tim konsantrasyonlarda; 600 bp biiylikligiindeki bant 200 pg/ml konsantrasyonda
kaybolmustur. Kontrol grubunda bulunan 1500 bp biiyiikliigiindeki bandin liken ekstrakti

uygulanan konsantrasyonlarda yogunlugunun konsantrasyon arttikca arttig1 gézlemlenmistir.

Sekil 4.32. RAPD-PCR PM10 primerinden olusan dendogram

Jaccard benzerlik degerleriyle olusturulan UPGMA dendogramina (Sekil 4.32.) gore
kontrol grubunun dozlardan ayrildig1 gézlemlenmektedir. 200 pg/ml konsantrasyonun ayri bir
dallanma yapmasi kontrol grubu ile diger konsantrasyonlar ile benzerlik oranlarinin diistik
oldugunu gostermektedir. Uygulanan liken total aseton ekstraktinin diisiik konsantrasyondan
ylksek konsantrasyona dogru dallanmalar olusturmasi sonuglarin anlamli olduguna isaret

etmektedir.
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Yapilan ISSR ve RAPD PCR analizleri sonrasinda her primer i¢in orneklerin bant

profilleri kontroliin bant profilleriyle karsilastirilarak polimorfizm hesaplamalar1 yapilmistir.

Kontrolde var olup dozlarda bulunmayan ve/veya kontrole gére dozlarda yeni olusan bantlar

polimorfik olarak degerlendirilmistir (Tablo 4.11.).

Tablo 4.11. P. oleracea bitkisi PCR analizleri polimorfik bant sayis1 ve GKS degerleri

Primer Kontrol 50 pg 100 pg 150 pg 200 pg
ISSR Toplam

RAPD Bant Sayisi a b a b a b a b
812 5 2 1 2 1 2 2 3 1
813 7 0 1 1 0 1 0 1 0
814 6 2 3 0 1 0 1 0 1
815 12 0 1 0 0 0 1 0 1
OPA2 8 1 1 4 1 4 1 4 1
D11 7 2 1 1 1 2 0 5 3
PM3 10 4 6 4 4 3 5 5 6
PM10 6 5 1 1 5 1 5 2
at+b 61 32 26 28 38
GKS %47,5 %57,4 %54,1 %44,2

a: Kontrole gore yeni olusan bant sayisi, b: Kontrole gore kaybolan bant sayisi,

a+b: Polimorfik bant sayis1

ISSR ve RAPD analizi sonuglarina gére genomik kalip stabilitesi hesaplanmistir. Elde

edilen degerlere gore Usnea florida total aseton ekstrakti uygulanan semizotu yabani ot tlirtinde

en yliksek GKS degeri 100 pg/ml konsantrasyonda %57,4 ve en diisiik GKS degeri 200 pg/ml

konsantrasyonda %44,2 olarak hesaplanmistir. GKS degerleri sirastyla; 50 pg/ml ig¢in %47,5

ve 150 pg/ml konsantrasyon i¢in %54,1 olarak bulunmugtur Tablo 4.11.).
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4.3.3. Setaria verticillata (Yapiskan Ot) ISSR ve RAPD PCR Analizleri

Usnea florida total aseton ekstraktinin 50, 100 ve 150 pg konsantrasyonlarinda

cimlenen yapiskan ot fidelerine ait DNA’lar ile 4 adet ISSR ve 4 adet RAPD primerleri
kullanilarak PCR analizleri yapilmustir.

810 Primeri 813 Primeri
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Sekil 4.33. Liken ekstraktinin farkli konsantrasyonlarinda ¢imlenen yapiskan ot bitki DNA’larmin
ISSR 810 ve 813 primerleri ile yapilan PCR jel goriintiisii ve olusan bant profilleri
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ISSR 810 primeri ve Usnea florida total aseton ekstraktinin 50, 100 ve 150 pg/ml

konsantrasyonlarinda ¢imlenen yapiskan ot fidelerine ait DNA’lar ile yapilan PCR analizi
sonucunda 9 bant elde edilmistir. Bant biiytikliikleri 800 bp ile 2900 bp arasinda degismektedir
(Sekil 4.33.). Kontrol grubunda toplam 8 adet bant olugurken 50, 100 ve 150 pg/ml dozlarinda
sirastyla 6, 7 ve 6 adet bant olusmustur. Bu bantlardan 1 tanesi kontrol grubunda olmay1p yeni
olusurken, 6 tanesi ise kontrol grubunda olup dozlarda kaybolmustur. Kontrol grubunda
olmayip yeni olusan bant 2200 bp biiytlikliiglindeki bant 100 pg/ml konsantrasyonda ortaya
cikmistir. Diger yandan kontrol grubunda var olan 2700 bp biiyiikliigiindeki bant 50 pg/ml
konsantrasyonda; 2400 bp biiyiikliigiindeki bant 100 pg/ml konsantrasyonda; 1500 ve 1750 bp
buytikliigiindeki bantlar 150 pg/ml konsantrasyonda ve son olarak 2000 bp biiytikliigiindeki
bant 50 ve 100 pg/ml konsantrasyonlarda kaybolmustur. Ayrica kontrol grubunda bulunan 2400

bp biiyiikliiglindeki bandin yogunlugunun 50 pg/ml konsantrasyonda azaldig gozlemlenmistir.
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Sekil 4.34. ISSR-PCR 810 primerinden olusan dendogram

Jaccard benzerlik degerleriyle olusturulan UPGMA dendogramina (Sekil 4.34.) gore
kontrol grubunun diisiik konsantrasyonla dallanma yaptig1 sonucu ortaya ¢ikmistir. Uygulanan
liken total aseton ekstraktinin diisiik konsantrasyondan yiiksek konsantrasyona dogru

dallanmalar olusturmasi sonuclarin anlamli oldugunu gostermektedir.

ISSR 813 primeri ve Usnea florida total aseton ekstraktinin 50, 100 ve 150 pg/ml

konsantrasyonlarinda ¢imlenen yapiskan ot fidelerine ait DNA’lar ile yapilan PCR analizi
sonucunda 2 bant elde edilmistir. Bant biiyiikliikleri 1600 bp ile 3000 bp arasinda degismektedir
(Sekil 4.33.). Kontrol grubunda toplam 2 adet bant olugurken 50, 100 ve 150 pg/ml dozlarinin
tiimiinde de 2 adet bant olusmustur. 813 primerinin kontrol ve dozlar arasinda yeni olusan veya
kaybolan bant gibi herhangi bir farklilik yapmadigi ortaya c¢ikmustir. Buna goére Jaccard

benzerlik dendogrami da olusmamustir.
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815 Primeri 814 Primeri

Sekil 4.35. Liken ekstraktinin farkli konsantrasyonlarinda ¢imlenen yapiskan ot bitki DNA’larmin
ISSR 815 ve 814 primerleri ile yapilan PCR jel goriintiisii ve olusan bant profilleri

ISSR 815 primeri ve Usnea florida total aseton ekstraktinin 50, 100 ve 150 pg/ml

konsantrasyonlarinda ¢imlenen yapiskan ot fidelerine ait DNA’lar ile yapilan PCR analizi
sonucunda 20 bant elde edilmistir. Bant biiyiikliikleri 200 bp ile 2300 bp arasinda degismektedir
(Sekil 4.35.). Kontrol grubunda toplam 10 adet bant olusurken 50, 100 ve 150 pug/ml dozlarinda
sirastyla 10, 9 ve 6 adet bant olugsmustur. Bu bantlardan 12 tanesi kontrol grubunda olmayip

yeni olusurken, 17 tanesi ise kontrol grubunda olup dozlarda kaybolmustur.
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Kontrol grubunda olmayip yeni olusan bantlardan 500 ve 2350 bp biiyiikliigiindeki
bantlar 50 ug/ml konsantrasyonda; 300, 500, 700, 1500 ve 2000 bp biiyiikliigiindeki bantlar 100
png/ml konsantrasyonda; 950 bp biiyiikliiglindeki bant 150 pg/ml konsantrasyonda; 290 bp
biiytikliigiindeki bant 50 ve 150 pg/ml konsantrasyonlarda; 1750 bp biiyiikliiglindeki bant ise
50 ve 100 pg/ml konsantrasyonlarda ortaya ¢ikmistir. Diger yandan kontrol grubunda var olan
220 ve 200 bp biiytkliigiindeki bantlar liken ekstrakti uygulanan tiim konsantrasyonlarda
kaybolmustur. Kontrol grubunda olan 450 ve 720 bp biiyiikliigiindeki bantlar 100 pg/ml
konsantrasyonlarda; 600 bp biiyiikliigiindeki bant 150 pg/ml konsantrasyonda; 1450 bp
biiytikliigiindeki bant 50 ve 100 pg/ml konsantrasyonlarda; 1000 ve 1200 bp biiyiikliiglindeki
bantlar 100 ve 150 pg/ml konsantrasyonlarda; 550 bp biiyiikliiglindeki bant ise 50 ve 150

konsantrasyonlarda kaybolmustur.

Sekil 4.36. ISSR-PCR 815 primerinden olusan dendogram

Jaccard benzerlik degerleriyle olusturulan UPGMA dendogramina (Sekil 4.36.) gore
kontrol grubunun diisiik konsantrasyonla dallanma yaptig1 ve 100 pg/ml konsantrasyonun

kontrol ve tiim dozlardan ayr1 bir dallanma yaptig1 sonucu ortaya ¢ikmistir.

ISSR 814 primeri ve Usnea florida total aseton ekstraktinin 50, 100 ve 150 pg/ml
konsantrasyonlarinda ¢imlenen yapiskan ot fidelerine ait DNA’lar ile yapilan PCR analizi
sonucunda 14 bant elde edilmistir. Bant biiyiikliikleri 430 bp ile 2300 bp arasinda degismektedir
(Sekil 4.35.). Kontrol grubunda toplam 10 adet bant olusurken 50, 100 ve 150 pug/ml dozlarinda
sirastyla 10, 9 ve 9 adet bant olugsmustur. Bu bantlardan 4 tanesi kontrol grubunda olmay1p yeni

olusurken, 6 tanesi ise kontrol grubunda olup dozlarda kaybolmustur.
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Kontrol grubunda olmayip yeni olusan bantlardan 480, 740, 830 ve 1100 bp
bliyiikliigiindeki bantlar 150 pg/ml konsantrasyonda ortaya ¢ikmistir. Diger yandan kontrol
grubunda var olan; 550 bp biiyiikliiglindeki bant 100 pg/ml konsantrasyonda ve 450, 750, 900,
1200 ve 1500 bp biiyiikliigiindeki bantlar 150 pg/ml konsantrasyonda kaybolmustur. Ayrica
kontrol grubunda bulunan 990, 1600 ve 2300 bp biiyiikliiglindeki bantlarin liken ekstrakti

uygulanan 150 pg/ml konsantrasyonda yogunlugunun azaldig1 gozlemlenmistir.
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Sekil 4.37. ISSR-PCR 814 primerinden olusan dendogram

Jaccard benzerlik degerleriyle olusturulan UPGMA dendogramina (Sekil 4.37.) gore
kontrol grubu ve diisiik konsantrasyonlarin yiiksek konsantrasyondan ayr1 bir dallanma yaptig:
gozlemlenmektedir. Buna gore kontrol ve 150 pg/ml konsantrasyonun benzerlik oranlarinin
diisik oldugu ifade edilebilir. Uygulanan liken total aseton ekstraktinin diisiik
konsantrasyondan yiiksek konsantrasyona dogru dallanmalar olusturmasi sonuglarin anlamli

oldugunu gostermektedir.
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Sekil 4.38. Liken ekstraktinin farkli konsantrasyonlarinda ¢imlenen yapiskan ot bitki DNA’larinin
RAPD D11 ve OPA2 primerleri ile yapilan PCR jel goriintiisii ve olusan bant profilleri

RAPD D11 primeri ve Usnea florida total aseton ekstraktinin 50, 100 ve 150 pg/ml

konsantrasyonlarinda ¢imlenen yapiskan ot fidelerine ait DNA’lar ile yapilan PCR analizi
sonucunda 11 bant elde edilmistir. Bant biiyiikliikleri 880 bp ile 3750 bp arasinda degismektedir
(Sekil 4.38.). Kontrol grubunda toplam 10 adet bant olusurken 50, 100 ve 150 pg/ml dozlarinda
sirastyla 6, 8 ve 7 adet bant olusmustur. Bu bantlardan 2 tanesi kontrol grubunda olmay1p yeni

olusurken, 11 tanesi ise kontrol grubunda olup dozlarda kaybolmustur.
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Kontrol grubunda olmayip yeni olusan bantlardan 1600 bp biiyiikliiglindeki bantlar 100
ve 150 pg/ml konsantrasyonlarda ortaya ¢ikmistir. Diger yandan kontrol grubunda var olan
1100, 1800 ve 3750 bp biyikliglindeki bantlar liken ekstrakti uygulanan tiim
konsantrasyonlarda kaybolmustur. Kontrol grubunda olan 3100 bp biiyiikliiglindeki bant 150
ng/ml konsantrasyonda ve 2200 bp biiyiikliigiindeki bant 50 pg/ml konsantrasyonda
kaybolmustur. Ayrica 900 bp biiyiikliigiindeki bandin liken asidi uygulanan tiim
konsantrasyonlarda yogunlugunun azaldigt ve kontrol grubunda wvar olan 2200 bp
biiylikliigiindeki bandin 100 ve 150 pg/ml konsantrasyonlarda yogunlugunun azaldigi

gbzlemlenmistir.
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Sekil 4.39. RAPD-PCR D11 primerinden olusan dendogram

Jaccard benzerlik degerleriyle olusturulan UPGMA dendogramina (Sekil 4.39.) gore
kontrol grubunun dozlardan ayrildig1 gozlemlenmektedir. Uygulanan liken total aseton
ekstraktinin diisiik konsantrasyondan yiiksek konsantrasyona dogru dallanmalar olusturmasi
sonuglarin anlaml1 oldugunu 100 ve 150 pg/ml konsantrasyonlarinin kontrol grubu ile benzerlik

oranlarinin diislik oldugunu gostermektedir.

RAPD OPA2 primeri ve Usnea florida total aseton ekstraktinin 50, 100 ve 150 pg/ml

konsantrasyonlarinda ¢imlenen yapiskan ot fidelerine ait DNA’lar ile yapilan PCR analizi
sonucunda 13 bant elde edilmistir. Bant biiytikliikleri 560 bp ile 3000 bp arasinda degismektedir
(Sekil 4.38.). Kontrol grubunda toplam 8 adet bant olusurken 50, 100 ve 150 pg/ml dozlarinda
strastyla 9, 8 ve 9 adet bant olusmustur. Bu bantlardan 14 tanesi kontrol grubunda olmayip yeni

olusurken, 12 tanesi ise kontrol grubunda olup dozlarda kaybolmustur.
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Kontrol grubunda olmayip yeni olugsan bantlardan 900, 1150, 1330 ve 1600 bp
bliyiikliigiindeki bantlar 50, 100 ve 150 pg/ml konsantrasyonlarda ve 1000 bp biiyiikliigiindeki
bantlar 100 ve 150 pg/ml konsantrasyonlarda ortaya ¢ikmistir. Diger yandan kontrol grubunda
var olan 700, 1250 ve 1400 bp biiylikliigiindeki bantlar liken ekstrakti uygulanan tiim
konsantrasyonlarda; 1100 bp biiyiikliigiindeki bant 100 ve 150 pg/ml konsantrasyonlarda ve
son olarak 3000 bp biiytikliigiindeki bant ise 100 ug/ml konsantrasyonda kaybolmustur. Ayrica
kontrol grubunda bulunan 1500 bp biiytlikliigiindeki bandin 150 pg/ml konsantrasyonda

yogunlugunun arttig1 gézlemlenmistir.

0,20 030 040 050 060 070 080 090 1,00

Sekil 4.40. RAPD-PCR OPA?2 primerinden olusan dendogram

Jaccard benzerlik degerleriyle olusturulan UPGMA dendogramina (Sekil 4.40.) gore
kontrol grubunun dozlardan ayrildig1 gozlemlenmektedir. Uygulanan liken total aseton
ekstraktinin diisiik konsantrasyondan yiiksek konsantrasyona dogru dallanmalar olusturmasi
sonuglarin anlamli oldugunu ve kontrol grubu ile konsantrasyonlarin benzerlik oranlarinin

diisiik oldugunu gostermektedir.
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Sekil 4.41. Liken ekstraktinin farkli konsantrasyonlarinda ¢imlenen yapiskan ot bitki DNA’larmin
RAPD PM3 ve PM10 primerleri ile yapilan PCR jel goriintiisii ve olusan bant profilleri

RAPD PM3 primeri ve Usnea florida total aseton ekstraktinin 50, 100 ve 150 pg/ml
konsantrasyonlarinda ¢imlenen yapiskan ot fidelerine ait DNA’lar ile yapilan PCR analizi
sonucunda 12 bant elde edilmistir. Bant biiyiikliikleri 400 bp ile 3100 bp arasinda degismektedir
(Sekil 4.41.). Kontrol grubunda toplam 12 adet bant olusurken 50, 100 ve 150 pg/ml dozlarinda
sirastyla 11, 11 ve 8 adet bant olugsmustur. Bu bantlardan 6 tanesi ise kontrol grubunda olup

dozlarda kaybolmustur. RAPD PM3 primerinde kontrol grubunda olmayip yeni olusan bant

olmamustir.
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Kontrol grubunda var olan 3100 bp biiyiikliiglindeki bant liken ekstrakti uygulanan tiim
konsantrasyonlarda; 400, 750 ve 1700 bp biiyiikligiindeki bantlar ise 150 pg/ml
konsantrasyonlarda kaybolmustur. Ayrica 1000, 1100, 1300, 1450, 1950 ve 2500 bp
biiyiikliigiindeki bantlarin liken asidi uygulanan tiim konsantrasyonlarda yogunlugunun
azaldig1 gézlemlenmistir. Kontrol grubunda bulunan 400 ve 550 bp biiyiiliigiindeki bantlarin
yogunlugu 150 pg/ml konsantrasyonda azaldigi ortaya ¢ikmistir.

Sekil 4.42. RAPD-PCR PM3 primerinden olusan dendogram
Jaccard benzerlik degerleriyle olusturulan UPGMA dendogramina (Sekil 4.42.) gore
kontrol grubunun diisiik konsantrasyonlarla bir arada kiimelenirken ayr1 dallanma yaptigi
gozlemlenmektedir. En yiiksek doz olan 150 pug/ml konsantrasyonunun kontrol ve diger

konsantrasyonlara benzerlik oranlarinin daha diisiik oldugu ortaya ¢ikmaktadir.

RAPD PMI10 primeri ve Usnea florida total aseton ekstraktinin 50, 100 ve 150 pg/ml

konsantrasyonlarinda ¢imlenen yapiskan ot fidelerine ait DNA’lar ile yapilan PCR analizi
sonucunda 18 bant elde edilmistir. Bant biiyiikliikleri 340 bp ile 3400 bp arasinda degismektedir
(Sekil 4.41.). Kontrol grubunda toplam 13 adet bant olusurken 50, 100 ve 150 pg/ml dozlarinda
sirastyla 11, 15 ve 10 adet bant olusmustur. Bu bantlardan 6 tanesi kontrol grubunda olmayip
yeni olusurken, 9 tanesi ise kontrol grubunda olup dozlarda kaybolmustur. Kontrol grubunda
olmayip yeni olusan bantlardan 550 ve 1800 bp biiyiikliigiindeki bant 50 pg/ml
konsantrasyonda; 570, 2000 ve 3400 bp biiyiikliiglindeki bantlar 100 pg/ml konsantrasyonda
ve son olarak 1700 bp biiyiikliiglindeki bant 150 pg/ml konsantrasyonda ortaya ¢ikmistir. Diger
yandan kontrol grubunda var olan 400, 1600 ve 3400 bp biiyiikliigiindeki bantlar 50 ve 150
ug/ml konsantrasyonlarda; 900 bp biiyiikligindeki bantlar 100 ve 150 pupg/ml
konsantrasyonlarda; 610 bp biiyiikliigiindeki bant ise 50 pg/ml konsantrasyonda kaybolmustur.
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Ayrica kontrol grubunda bulunan 790 bp biyiikligiindeki bandin 50 pg/ml
konsantrasyonda; 1350 bp biiyiikliigiindeki bandin ise 150 pg/ml konsantrasyonda

yogunlugunun azaldig1 gozlemlenmistir.
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Sekil 4.43. RAPD-PCR PM10 primerinden olusan dendogram

Jaccard benzerlik degerleriyle olusturulan UPGMA dendogramina (Sekil 4.43.) gore
yiiksek konsantrasyonlarin kontrol grubu ve 50 pg/ml konsantrasyondan ayri kiime olugturmasi
aralarindaki benzerlik oranlarinin diisiik oldugunu ifade etmektedir. Uygulanan liken total
aseton ekstraktinin diisiik konsantrasyondan yliksek konsantrasyona dogru dallanmalar

olusturmasi sonuglarin anlamli oldugunu gostermektedir.
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Yapilan ISSR ve RAPD PCR analizleri sonrasinda her primer i¢in drneklerin bant

profilleri kontroliin bant profilleriyle karsilastirilarak polimorfizm hesaplamalar1 yapilmistir.

Kontrolde var olup dozlarda bulunmayan ve/veya kontrole gére dozlarda yeni olusan bantlar

polimorfik olarak degerlendirilmistir (Tablo 4.12.).

Tablo 4.12. S. verticillata bitkisi PCR analizleri polimorfik bant sayis1 ve GKS degerleri

Primer Kontrol 50 pg/ml 100 pg/ml 150 pg/ml
ISSR Toplam Bant
RAPD Sayisi a b a b 2 b
810 8 0 2 1 2 0 2
813 0 0 0 0 0 0 0
815 10 4 4 6 7 2 6
814 10 0 0 0 1 4 5
D11 10 0 4 1 3 1 4
OPA2 8 4 3 5 $ 5 4
PM3 12 0 1 0 1 0 4
PM10 13 2 4 3 1 1 4
atb 71 28 36 42
GKS %60,57 %49,3 %40,85

a: Kontrole gore yeni olusan bant sayisi, b: Kontrole gore kaybolan bant sayisi,

a+b: Polimorfik bant sayis1

ISSR ve RAPD analizi sonuglarina gére genomik kalip stabilitesi hesaplanmistir. Elde

edilen degerlere gore Usnea florida total aseton ekstrakti uygulanan yapiskan ot yabani ot

tiiriinde en yiiksek GKS degeri 50 pg/ml konsantrasyonda %60,57 olarak hesaplanmigtir. GKS

degerleri sirasiyla; 100 pg/ml konsantrasyon i¢in %49,3 ve 150 ug/ml konsantrasyon ig¢in

%40,85 olarak bulunmustur (Tablo 4.12.). Yapiskan ot tiiriinde uygulanan Usnea florida total

aseton ekstraktinin konsantrasyon yiikseldik¢ce genomik kalip stabilitesi degerlerinin azaldigi

ortaya ¢ikmistir.
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4.3.4. Triticum aestivum (Bugday) ISSR ve RAPD PCR Analizleri

Usnea florida total aseton ekstraktinin 25, 50, 75 ve 100 pg konsantrasyonlarinda
cimlenen bugday fidelerine ait DNA’lar ile 4 adet ISSR ve 4 adet RAPD primerleri kullanilarak
PCR analizleri yapilmstir.

812 Primeri 815 Primeri

Sekil 4.44. Liken ekstraktinin farkl1 konsantrasyonlarinda ¢imlenen bugday bitki DNA’larinin ISSR
812 ve 815 primerleri ile yapilan PCR jel goriintiisii ve olusan bant profilleri

74



ISSR 812 primeri ve Usnea florida total aseton ekstraktinin 25, 50, 75 ve 100 pg/ml

konsantrasyonlarinda ¢imlenen bugday fidelerine ait DNA’lar ile yapilan PCR analizi
sonucunda 7 bant elde edilmistir. Bant biiytikliikleri 410 bp ile 1400 bp arasinda degismektedir
(Sekil 4.44.). Kontrol grubunda toplam 3 adet bant olusurken 25, 50, 75 ve 100 pg/ml
dozlarinda sirastyla 2, 3, 4 ve 3 adet bant olusmustur. Bu bantlardan 7 tanesi kontrol grubunda
olmayip yeni olusurken, 7 tanesi ise kontrol grubunda olup dozlarda kaybolmustur. Kontrol
grubunda olmay1p yeni olusan bantlardan 1300 bp biiyiikliigiindeki bantlar 75 ve 100 pg/ml
konsantrasyonlarda ortaya ¢ikmustir. 700 bp biiyiikliigiindeki bant 25, 50 ve 100 pg/ml
konsantrasyonlarda; 650 bp biiyiikliigiindeki bant 75 pg/ml konsantrasyonda ve 410 bp
buytkligiindeki bant 50 pg/ml konsantrasyonda ortaya c¢ikmistir. Diger yandan kontrol
grubunda var olan 1400 bp biyiikligiindeki bant liken ekstrakti uygulanan tiim
konsantrasyonlarda ve 800 bp biiyiikliiglindeki bant 25, 50 ve 100 pg/ml konsantrasyonlarda
kaybolmustur. Ayrica kontrol grubunda bulunan 1100 bp biiyiikligiindeki bandin 200 pg/ml

konsantrasyonda yogunlugunun arttig1 gézlemlenmistir.

Sekil 4.45. ISSR-PCR 812 primerinden olusan dendogram

Jaccard benzerlik degerleriyle olusturulan UPGMA dendogramina (Sekil 4.45.) gore
kontrol grubunun dozlardan ayrildigi gozlemlenmektedir. Liken ekstrakti uygulanan
konsantrasyonlarinin kontrol grubundan ayr1 kiime olusturmasi aralarindaki benzerlik
oranlarinin diisiik oldugunu ifade etmektedir. Uygulanan liken total aseton ekstraktinin diisiik
konsantrasyondan yiiksek konsantrasyona dogru dallanmalar olusturmasi sonuglarin anlamli

oldugunu gostermektedir.
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ISSR 815 primeri ve Usnea florida total aseton ekstraktinin 25, 50, 75 ve 100 pg/ml

konsantrasyonlarinda ¢imlenen bugday fidelerine ait DNA’lar ile yapilan PCR analizi
sonucunda 15 bant elde edilmistir. Bant biiytikliikleri 260 bp ile 3100 bp arasinda degismektedir
(Sekil 4.44.). Kontrol grubunda toplam 13 adet bant olusurken 25, 50, 75 ve 100 pg/ml
dozlarinda sirasiyla 10, 13, 9 ve 6 adet bant olusmustur. Bu bantlardan 4 tanesi kontrol grubunda

olmay1p yeni olusurken, 18 tanesi ise kontrol grubunda olup dozlarda kaybolmustur.

Kontrol grubunda olmayip yeni olusan bantlardan 1680 bp biiyiikliigiindeki bant 25 ve
75 pg/ml konsantrasyonlarda ve 850 bp biyikliigiindeki bant 50 ve 75 pg/ml
konsantrasyonlarda ortaya c¢ikmustir. Diger yandan kontrol grubunda var olan 650 bp
biiylikliigiindeki bant liken ekstrakti uygulanan tiim konsantrasyonlarda; 1400 bp
bliyiikliigiindeki bantlar 100 pg/ml konsantrasyonda; 550 ve 1300 bp biiyiikliigiindeki bantlar
75 ve 100 pg/ml konsantrasyonlarda; 260, 340 ve 520 bp biiyiikliigiindeki bant 25, 75 ve 100
ng/ml konsantrasyonlarda kaybolmustur. Ayrica kontrol grubunda bulunan 1200 ve 3000 bp

biiytlikliigiindeki bantlarin 200 pg/ml konsantrasyonda yogunlugunun arttig1 gézlemlenmistir.
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Sekil 4.46. ISSR-PCR 815 primerinden olusan dendogram

Jaccard benzerlik degerleriyle olusturulan UPGMA dendogramina (Sekil 4.46.) gore
kontrol grubu 25 ve 50 pg/ml konsantrasyonlar ile bir arada kiimelenmistir. Yiiksek dozlar ise
ayr1 bir kiime olusturmustur. Uygulanan liken total aseton ekstraktinin diisiik konsantrasyondan
ylksek konsantrasyona dogru dallanmalar olusturmasi sonuglarin anlamli oldugunu
gostermektedir. Ayrica dendogram sonucuna gore kontrol grubu ve yiiksek konsantrasyonlarin

benzerlik oranlarinin diisiik oldugu gézlemlenmektedir.
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813 Primeri 814 Primeri

A

Sekil 4.47. Liken ekstraktinin farkl1 konsantrasyonlarinda ¢imlenen bugday bitki DNA’larinin ISSR
813 ve 814 primerleri ile yapilan PCR jel goriintiisii ve olugan bant profilleri

ISSR 813 primeri ve Usnea florida total aseton ekstraktinin 25, 50, 75 ve 100 pg/ml

konsantrasyonlarinda ¢imlenen bugday fidelerine ait DNA’lar ile yapilan PCR analizi
sonucunda 9 bant elde edilmistir. Bant biiyiikliikleri 1000 bp ile 3400 bp arasinda degismektedir
(Sekil 4.47.). Kontrol grubunda toplam 5 adet bant olusurken 25, 50, 75 ve 100 pg/ml
dozlarinda sirasiyla 6, 6, 7 ve 7 adet bant olugsmustur. Bu bantlardan 10 tanesi kontrol grubunda

olmay1p yeni olusurken, 4 tanesi ise kontrol grubunda olup dozlarda kaybolmustur.
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Kontrol grubunda olmayip yeni olusan bantlardan 1000 ve 1150 bp biiytikliiglindeki
bantlar liken ekstrakti uygulanan tiim konsantrasyonlarda; 3400 bp biiyiikliiglindeki bant 25
ug/ml konsantrasyonda ve 2200 bp biiyiikliigiindeki bantlar 100 pg/ml konsantrasyonda ortaya
c¢ikmigtir. Diger yandan kontrol grubunda var olan 2000 bp biiyiikliigiindeki bantlar 25 ve 50
ng/ml konsantrasyonlarda; 3200 bp biiyiikliigiindeki bant 25 ve 100 pg/ml konsantrasyonda
kaybolmustur. Ayrica kontrol grubunda bulunan 1300 ve 1400 bp biiyiikliigiindeki bantlarin

100 pg/ml konsantrasyonda yogunlugunun arttig1 gézlemlenmistir.

T
[ 060 065 0,70 075 0,80 0,85 090 0,95 1,DD]

Sekil 4.48. ISSR-PCR 813 primerinden olusan dendogram

Jaccard benzerlik degerleriyle olusturulan UPGMA dendogramina (Sekil 4.48.) gore
kontrol grubunun diisiik konsantrasyonlarla ayni grupta kiimelendigi, 75 ve 100 pg/ml
konsantrasyonlarinin ise bir arada kiimelendikleri sonucu ortaya ¢ikmistir. Buna gére kontrol
grubu ile 75 ve 100 pg/ml konsantrasyonlarinin benzerlik oraninin diisiik oldugu sdylenebilir.
Ayrica liken total aseton ekstraktinin diisiik konsantrasyondan yiiksek konsantrasyona dogru

dallanma yapmasi sonuglarin anlamli oldugunu gostermektedir.

ISSR 814 primeri ve Usnea florida total aseton ekstraktinin 25, 50, 75 ve 100 pg/ml

konsantrasyonlarinda ¢imlenen bugday fidelerine ait DNA’lar ile yapilan PCR analizi
sonucunda 12 bant elde edilmistir. Bant biiyiikliikleri 580 bp ile 3400 bp arasinda degismektedir
(Sekil 4.47.). Kontrol grubunda toplam 8 adet bant olusurken 25, 50, 75 ve 100 pg/ml
dozlarinda sirastyla 8, 9, 8 ve 9 adet bant olusmustur. Bu bantlardan 6 tanesi kontrol grubunda

olmay1p yeni olusurken, 4 tanesi ise kontrol grubunda olup dozlarda kaybolmustur.
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Kontrol grubunda olmay1p yeni olusan bantlardan 580 bp biiyiikliigiindeki bantlar liken
ekstrakti uygulanan 50, 75 ve 100 pg/ml konsantrasyonlarda; 1400 bp biiyiikliigiindeki bant 25
ng/ml konsantrasyonda; 1155 bp biiytikliigiindeki bant 50 pg/ml konsantrasyonda ve son olarak
1300 bp biiyiikliigiindeki bant 100 pg/ml konsantrasyonda ortaya ¢ikmistir. Diger yandan
kontrol grubunda var olan 870 bp biiyiikliigiindeki bant liken ekstrakti uygulanan tiim
konsantrasyonlarda kaybolmustur. Ayrica kontrol grubunda bulunan 1500 bp biiyiikliigiindeki

bandin 75 ve 100 pg/ml konsantrasyonlarda yogunlugunun arttig1 gézlemlenmistir.

Sekil 4.49. ISSR-PCR 814 primerinden olusan dendogram

Jaccard benzerlik degerleriyle olusturulan UPGMA dendogramina (Sekil 4.49.) gore
kontrol grubunun en diisiik konsantrasyonla bir arada kiimelenerek yiiksek dozlardan ayrildigi
gbozlemlenmektedir. Buna goére kontrol grubu ve yiiksek konsantrasyonlarin arasindaki

benzerlik oraninin diisiik oldugu ve sonuglarin anlamli oldugunu ortaya ¢ikmaktadir.
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PM3 Primeri OPA2 Primeri

Sekil 4.50. Liken ekstraktinin farkli konsantrasyonlarinda ¢imlenen bugday bitki DNA’larinin RAPD
PM3 ve OPA2 primerleri ile yapilan PCR jel goriintiisii ve olusan bant profilleri

RAPD PM3 primeri ve Usnea florida total aseton ekstraktinin 25, 50, 75 ve 100 pg/ml

konsantrasyonlarinda ¢imlenen bugday fidelerine ait DNA’lar ile yapilan PCR analizi
sonucunda 9 bant elde edilmistir. Bant biiyiikliikleri 740 bp ile 3150 bp arasinda degismektedir
(Sekil 4.50.). Kontrol grubunda toplam 9 adet bant olusurken 25, 50, 75 ve 100 pg/ml
dozlarinda sirastyla 8, 7, 6 ve 6 adet bant olugsmustur. Bu bantlardan 9 tanesi ise kontrol
grubunda olup dozlarda kaybolmustur. RAPD PM3 primerinde kontrol grubunda olmay1p yeni
olusan bant olmamastir. Kontrol grubunda var olan 1000 bp biiytikliiglindeki bant liken ekstrakti
uygulanan tiim konsantrasyonlarda ve yine kontrol grubunda olan 3150 bp biiyiikliiglindeki
bant 75 ve 100 pg/ml konsantrasyonlarda; 2800 bp biiyiikliiglindeki bant 50, 75 ve 100 pg/ml
dozlarda kaybolmustur.
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Sekil 4.51. RAPD-PCR PM3 primerinden olusan dendogram

Jaccard benzerlik degerleriyle olusturulan UPGMA dendogramina (Sekil 4.51.) gore
kontrol grubunun en diisiik konsantrasyonla bir arada kiimelenerek yiiksek dozlardan ayrildig:
gozlemlenmektedir. Buna gore kontrol grubu ile yiiksek konsantrasyonlarin benzerlik oraninin
diisiik oldugu ortaya ¢ikmistir. Uygulanan liken total aseton ekstraktinin diisiik
konsantrasyondan yiiksek konsantrasyona dogru dallanmalar olusturmasi sonuglarin anlamli

oldugunu gostermektedir.

RAPD OPA2 primeri ve Usnea florida total aseton ekstraktinin 25, 50, 75 ve 100 pg/ml

konsantrasyonlarinda ¢imlenen bugday fidelerine ait DNA’lar ile yapilan PCR analizi
sonucunda 5 bant elde edilmistir. Bant biiyiikliikleri 730 bp ile 1800 bp arasinda degismektedir
(Sekil 4.50.). Kontrol grubunda toplam 3 adet bant olusurken 25, 50, 75 ve 100 pg/ml
dozlarinda sirasiyla 3, 2, 2 ve 4 adet bant olusmustur. Bu bantlardan 2 tanesi kontrol grubunda
olmayip yeni olusurken, 3 tanesi ise kontrol grubunda olup dozlarda kaybolmustur. Kontrol
grubunda olmayi1p yeni olusan bantlardan 740 ve 960 bp biiyiikliigiindeki bantlar liken ekstrakti
uygulanan 100 pg/ml konsantrasyonda ortaya ¢ikmistir. Diger yandan kontrol grubunda var
olan 1800 bp biiyiikliigiindeki bant liken ekstraktt uygulanan 50, 75 ve 100 pg/ml
konsantrasyonlarda kaybolmustur. Ayrica kontrol grubunda bulunan 1600 bp biiyiikliiglindeki

bandin 100 pg/ml konsantrasyonlarda yogunlugunun arttig1 gézlemlenmistir.
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Sekil 4.52. RAPD-PCR OPA2 primerinden olusan dendogram
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Jaccard benzerlik degerleriyle olusturulan UPGMA dendogramina (Sekil 4.52.) gore
100 pg/ml konsantrasyonunun ayrica bir dallanma yaptigi gozlemlenmektedir. Yiiksek
konsantrasyonun kontrol ve diger dozlardan ayrilmasi benzerliginin azaldigini ifade etmektedir.
Kontrol grubu ve 25 pg/ml konsantrasyonun ile 50 ve 75 pg/ml konsantrasyonlarinin kendi

aralarinda alt kiimelenmesi benzerlik oranlarinin yiiksek oldugunu gostermektedir.

PM10 Primeri D11 Primeri

Sekil 4.53. Liken ekstraktinin farkli konsantrasyonlarinda ¢imlenen bugday bitki DNA’larinin RAPD

PM10 ve D11 primerleri ile yapilan PCR jel goriintiisii ve olusan bant profilleri
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RAPD PM10 primeri ve Usnea florida total aseton ekstraktinin 25, 50, 75 ve 100 pg/ml

konsantrasyonlarinda ¢imlenen bugday fidelerine ait DNA’lar ile yapilan PCR analizi
sonucunda 11 bant elde edilmistir. Bant biiytikliikleri 600 bp ile 2600 bp arasinda degismektedir
(Sekil 4.53.). Kontrol grubunda toplam 11 adet bant olusurken 25, 50, 75 ve 100 pg/ml
dozlarinda sirasiyla 7, 6, 6 ve 6 adet bant olusmustur. Bu bantlardan 19 tanesi ise kontrol
grubunda olup dozlarda kaybolmustur. RAPD PM 10 primerinde kontrol grubunda olmay1p yeni
olusan bant olmamistir. Kontrol grubunda var olan 680, 850, 890 ve 1700 bp biiyiikliigiindeki
bantlar liken ekstrakti uygulanan tiim konsantrasyonlarda ve 600 bp biiyiikliigiindeki bant 50,
75 ve 100 pg/ml konsantrasyonlarda kaybolmustur. Ayrica kontrol grubunda bulunan 1040 bp
biiyiikliigiindeki bandin 100 pg/ml  konsantrasyonlarda  yogunlugunun azaldig

gozlemlenmistir.

Sekil 4.54. RAPD-PCR PM10 primerinden olusan dendogram

Jaccard benzerlik degerleriyle olusturulan UPGMA dendogramina (Sekil 4.54.) gore
kontrol grubunun dozlardan ayrildigi gézlemlenmektedir. Buna gore kontrol grubu ile liken
ekstrakti uygulanan konsantrasyonlar arasindaki benzerlik oraninin diisiik oldugu ve sonuglarin

anlamli oldugunu ortaya ¢ikmaktadir.

RAPD D11 primeri ve Usnea florida total aseton ekstraktinin 25, 50, 75 ve 100 pg/ml

konsantrasyonlarinda ¢imlenen bugday fidelerine ait DNA’lar ile yapilan PCR analizi
sonucunda 13 bant elde edilmistir. Bant biiytikliikleri 650 bp ile 3000 bp arasinda degismektedir
(Sekil 4.53.). Kontrol grubunda toplam 10 adet bant olusurken 25, 50, 75 ve 100 pg/ml
dozlarinda sirastyla 7, 5, 6 ve 4 adet bant olusmustur. Bu bantlardan 3 tanesi kontrol grubunda

olmayip yeni olusurken, 21 tanesi ise kontrol grubunda olup dozlarda kaybolmustur.
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Kontrol grubunda olmayip yeni olusan bantlardan 720 bp biiyiikliigiindeki bantlar liken
ekstrakti uygulanan 100 pg/ml konsantrasyonda ve 650 ve 1400 bp biiyiikliiglindeki bantlar ise
25 pg/ml konsantrasyonda ortaya ¢ikmistir. Diger yandan kontrol grubunda var olan 1700 bp
biiyiikliigiindeki bant 50 pg/ml konsantrasyonda; 810 bp biiyiikligiindeki bant 100 pg/ml
konsantrasyonda; 1000, 1300, 2000 ve 3000 bp biiyiikliiglindeki bant 25 ve 100 pg/ml
konsantrasyonlarda; 850 ve 2400 bp biiyiikliigiindeki bantlar liken ekstrakti uygulanan 50, 75
ve 100 pg/ml konsantrasyonlarda; 1200 bp biiyiikliigiindeki bant 50 ve 75 pg/ml
konsantrasyonlarda ve son olarak 930 bp biyiikliglindeki bant 25, 50 ve 75 pg/ml

konsantrasyonlarda kaybolmustur.
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Sekil 4.55. RAPD-PCR D11 primerinden olusan dendogram

Jaccard benzerlik degerleriyle olusturulan UPGMA dendogramina (Sekil 4.55.) gore
kontrol grubu ile 50 ve 75 pg/ml konsantrasyonun bir arada alt kiime olusturdugu ve 25 pg/ml
konsantrasyonundan ayrildig1 gézlemlenmektedir. Uygulanan en yiiksek konsantrasyonun (100
pg/ml) ayri bir grupta bulunmaktadir ve kontrol grubu ile diger konsantrasyonlardan benzerlik

acisindan ayrilmaktadir.
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Yapilan ISSR ve RAPD PCR analizleri sonrasinda her primer i¢in drneklerin bant

profilleri kontroliin bant profilleriyle karsilastirilarak polimorfizm hesaplamalar1 yapilmistir.

Kontrolde var olup dozlarda bulunmayan ve/veya kontrole gére dozlarda yeni olusan bantlar

polimorfik olarak degerlendirilmistir (Tablo 4.13.).

Tablo 4.13. T. aestivum bitkisi PCR analizleri polimorfik bant sayis1 ve GKS degerleri

Primer Kontrol 25 ng 50 pug 75 ng 100 pg
ISSR Toplam
RAPD Bant Sayis1 | a b a b a b a b
812 3 1 2 2 2 2 1 2 2
815 13 1 4 1 1 2 6 0 7
813 5 3 2 2 1 2 0 3 1
814 12 1 1 2 1 1 1 2 1
PM3 9 0 1 0 2 0 3 0 3
OPA2 3 0 0 0 1 0 1 2 1
PM10 11 0 4 0 5 0 5 0 5
D11 10 2 5 0 5 0 4 1 7
atb 66 27 25 28 37
GKS %59,1 %62,2 %57,6 %43,9

a: Kontrole gore yeni olusan bant sayisi, b: Kontrole gore kaybolan bant sayisi,

a+b: Polimorfik bant sayisi

ISSR ve RAPD analizi sonuglarina gore genomik kalip stabilitesi hesaplanmistir. Elde

edilen degerlere gore Usnea florida total aseton ekstrakti uygulanan bugday bitki tiirlinde en

yiiksek GKS degeri 50 pg/ml konsantrasyonda %62,2 ve en diisitk GKS degeri 100 pg/ml

konsantrasyonda %43,9 olarak hesaplanmistir. GKS degerleri 25 pg/ml konsantrasyon ig¢in

%59,1 ve 75 pg/ml konsantrasyon i¢in %57,6 olarak bulunmustur (Tablo 4.13.).
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5. TARTISMA VE SONUC

Likenlerin savunma, hayatta kalma, adaptasyon gibi siireglerde iirettikleri sekonder
bilesiklerin olduk¢a 6nemli etkileri yapilan calismalarla kanitlanmaya devam etmektedir. Bu
etkilere Ornek olarak; antimikrobiyal, antifungal, antiproliferatif, allelopatik vb. etkiler
verilebilir. Allelopatik etkinin daha ¢ok bitkiler arasinda etkinligini gosteren c¢alismalar
mevcuttur. Tarimda verimi diisiiren yabani otlarin sinirlandirilmast icin allelopatiden
yararlanilarak giliniimiizde kullanilan sentetik herbisitlere alternatif olarak biyoherbisit
arastirmalart hiz kazanmistir. Liken ekstraktinin biyoherbisit olma potansiyelini arastirdigimiz
bu calismada Usnea florida liken aseton ekstrakti, yabani otlar Amaranthus retroflexus
(Horozibigi), Portulaca oleracea (Semizotu) ve Setaria verticillata (Yapiskan Ot) ve kiiltiir
bitkisi Triticum aestivum (Bugday) lizerindeki allelopatik ve genotoksik etkisi incelenmistir.
Genotoksisite etkisini belirlemek icin ¢alismamizda sekiz adet ISSR ve RAPD primerleri
kullanilarak PCR analizleri yapilmistir. Elde edilen bantlar Total Lab CLIQS 1D Programu ile
analiz edilmistir. Her bir primer i¢in kontrol grubu ile liken ekstrakti uygulanan
konsantrasyonlarin karsilastirilmasiyla polimorfik bantlar tespit edilerek degerlendirilmistir.
ISSR ve RAPD PCR sonucunda olusan polimorfik bant sayilarina gére genomik kalip stabilitesi
(GKS) hesaplanmustir.

Calismamizda Usnea florida liken aseton ekstraktini uyguladigimiz yabani ot tiirleri ve
kiltiir bitkisi tiirii tohum ¢imlenmeleri {izerinde kontrol grubu ile farkli konsantrasyonlari

karsilagtirilarak degerlendirme yapilmistir.

U. florida liken aseton ekstraktinin, yabani ot tiirlerinden horozibigi (4. retroflexus)
tohum ¢imlenmesi lizerinde ¢imlenmeyi tesvik edici etkisi tespit edilmistir. Karsilagtirmali veri
analizi ile kontrol grubundaki tohum c¢imlenme ortalamasinin; 50, 150 ve 200 pg/ml
konsantrasyonlardaki ¢imlenme ortalamalarindan daha diisiik oldugu goriilmiistiir. Kontrol
grubu ile en fazla anlamli farki olusturan konsantrasyonun 100 pg/ml oldugu ortaya ¢ikmistir
(p:0,009). Kontrol grubu ile diger konsantrasyonlar arasindaki farlilik anlamli bulunmamustir.
Elde edilen veriler, horozibigi tohumlar1 ilizerinde Usnea florida total aseton ekstraktinin
biyoherbisit olarak kullanim potansiyeli tasimadigini ortaya ¢ikarmistir. Yaptigimiz calismaya
benzer nitelikte olan bir arastirmada, Tigre vd. 2015 yilinda Cladonia verticillaris liken
tiiriinden elde edilen aseton, metanol ve kloroform ekstraktlart marul fidelerine uygulamistir.
Calismanin sonucunda ekstrakt uygulanan marul fide koklerinin ekstrakt uygulanmayan
koklere gore daha hizli biiylidiigii gézlemlenmistir. Liken ekstraktlarinin fide kok gelisimini

tesvik ettigi sonucuna ulasilmistir. Ancak gelisen koklerden biiyiiyen fide yapraklarinda ciddi
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bozulmalar oldugu ortaya c¢ikmistir. Sonu¢ olarak liken eksraktlarinin biyoherbisit
potansiyelinin oldugu ortaya ¢cikmistir. Karaaltin vd. 2004 yilinda zakkum bitkisinin kok,
gbvde, yaprak ve tomurcuk ekstraktlarin fasulye ve bugday tohumlarinin ¢imlenme ve fide
gelisimi iizerine etkilerini incelemislerdir. Yapilan ¢calismada, zakkumun allelopatik maddeleri
tagtyan kisimlart ozellikle fasulyede ¢imlenmeye ve fide biiyiimesine engelleyici etkide
bulunmasina karsin bugday tohumunun c¢imlenmesine olumlu etkide bulundugu ortaya
cikmistir. Fasulyede en fazla negatif yonde allelopatik etki zakkumun tomurcuk ekstraktlarinda
goriilmiistiir. Bugday tohumunda en fazla pozitif yonde allelopatik etki zakkumun kok
ekstraktinda goriilmiistiir. Ayrica zakkum bitkisinin allelopatik bilesenlerine karsi fasulyenin
bugday bitkisinden daha duyarli oldugu sonucuna varilmistir. Bugday tohumlarinda olusan
olumlu allelopatik etkinin nedeni tohumlarin i¢indeki besin maddelerinin farkli olmasindan
kaynaklandig1 bildirilmistir. Buna gore arastirmamizda liken ekstraktinin horozibigi tohumlar1
cimlenme Tlizerinde tesvik edici etkisinin nedeni tohum besin igeriginin farkli olmasindan

kaynaklanabilecegi yorumunu yapmamizi saglamaktadir.

Girase vd. 2019 yilinda, bamya tohumlarini farkli bitki yaprak ekstreleri ile 12 saat
astarlayarak c¢imlenmesini incelemistir. Arastirma sonucunda, bitki ekstraktlarinin bamya
tohumlarinin ¢imlenmesinde ve fide gelisiminde biiylimeyi tesvik ettigi sonucuna ulasilmistir.
Calismamizdaki horozibigi tohumlarinin liken ekstrakti ile bir gece boyunca muamele edilmesi
tohum ¢imlenmesine olumlu yonde etki géstermesine neden olabilir. Bitki biiyiimesi ile ilgili
bagka bir arastirmada ise biber ve kisnisin tohum astarlama islemlerinden etkilenen ¢imlenme
performansina bakildiginda, astar uygulamalarimin kullanilan biber ve kisnigin tohum
¢imlenmesi ve fide biiylimesi lizerinde belirgin bir etkisi oldugu ortaya ¢ikmustir. Ayrica
astarlama isleminde uygulanan siirenin de bitkilerin ¢imlenmeleri iizerinde etkili oldugu

sonucuna varilmistir (Debbarma vd., 2018: 2648).

Ote yandan Piziak ve Backor’ un (2018) yaptiklar1 ‘Sulu liken ekstraktinin kozalak
agaclarmin ¢imlenmesine etkisi’ calismasinda Hypogymnia physodes, Parmelia sulcata,
Physcia adscendens, Pseudevernia furfuracea liken tiirlerinin su ekstraktlar ile Picea abies,
Pinus sylvestris ve Pinus mugo agag tlirlerinin iizerindeki ¢imlenme oranlar1 incelenmistir.
Sonug¢ olarak; denenen tiirler i¢inde P. sylvestris'in liken Oziitlerine en duyarli oldugu
goriilmiistiir. Ayrica, liken ekstraktinin suda az ¢oziiniir oldugu ve allelopati etkisinin diisiik
oldugu sonucuna varilmistir. 2018 yilinda yapilan bu arastirma liken ekstraktlarinin ¢esidine

gore de sonucun degisiklik gosterebilecegi yorumunu yapmamizi saglamaktadir.
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Yabani otlarla yapilan bir diger ¢alismada ise Efil ve Uremis 2019 yilinda Origanum
syriacum (dag kekigi) ve O. majorana (mercankdsk)’dan elde edilen hidrosollerin (0.25, 0.5,
1, 2, 4, 8 ve 10 ml/petri dozlarda) Amaranthus retroflexus L. (kirmiz1 kokli tilki kuyrugu),
Portulaca oleracea L. (semizotu), Physalis angulata L. (fener otu), Echinochloa colonum (L.)
Link. (benekli darican) ve Solanum nigrum L. (kdpek iizimii) tohumlarinin ¢imlenmesine olan
etkisini incelemislerdir. Calismanin sonucunda ise, iki bitkiden de elde edilen hidrosollerin
diisiik dozlarda bile tohum ¢imlenmesini negatif yonde allelopatik olarak etkiledigi ortaya

cikmistir. Hidrosollerin herbisitlere alternatif olabilecegi sonucuna varilmistir.

Usnea florida liken aseton ekstraktinin, yabani ot tiirlerinden semizotu (P. oleracea)
tohum ¢imlenmesi {izerinde konsantrasyona bagli olarak geriletici yonde etki ettigi sonucuna
ulagilmistir. Ortalamalardan en yiiksek ¢imlenme yiizdesinin kontrol grubunda (%59) oldugu
ortaya c¢cikmistir ancak uygulanan 50, 100, 150 pg/ml konsantrasyonlarindaki ¢imlenme
degerlerinin kontrol grubu ile karsilastirilmasi sonucunda anlamli bir fark olmadigi
bulunmustur (p:0,001). Sonuglarin birbirine yakin olmasi uygulanan konsantrasyonlarin miktar
olarak tohum ¢imlenmesinde olumlu veya olumsuz etki tagimadigini gostermektedir. Tohum
¢imlenmesini 6nemli miktarda diisiiren konsantrasyonun kontrole kiyaslandiginda 200 pg/ml
oldugu ortaya c¢ikmistir. Sonug¢ olarak, Usnea florida total aseton ekstrakti yiiksek
konsantrasyonlarinin semizotu tohumlarinda biyoherbisit olarak kullanim potansiyeli tagidig:
sOylenebilir. Bizim ¢alismamiza destekler nitelikte olan bir arastirmada ise Bingol ve Battal
(2017) herbisitlere alternatif olarak, Verbascum cheiranthifolium ve Salvia limbata bitkilerinin
su ve metanol ekstraktlariin misir ve semizotu tohumlarinin ¢imlenmesi {lizerine allelopatik
etkisini aragtirmiglardir. Bu bitkilerinin su ve metanol ekstraktlarinin misir ve semizotu
tohumlarima uygulamasinda, artan ekstrakt konsantrasyonuna baglh olarak radikula-plumula
uzunluklar ile ¢imlenme yiizdelerinin azaldigini gézlemlemislerdir. Sonug olarak, bu bitkilere
ait ekstraktlarin dogal miicadele amagli kullanilabilmesinin miimkiin olacag1 ortaya ¢ikmustir.
Yapilan bu arastirmada semizotu tohum ¢imlenmesini artan konsantrasyonlara bagli olarak
negatif yonde etkileyebilecegi sonucuna ulasmamizi saglamaktadir. Semizotu yabani otu ile
yapilan baska bir ¢alismada ise Ozdemir ve Uremis (2019) beyaz turp, Antep turpu, siyah turp,
findik turpu ve salgam bitkilerinin; yabani ot tiirii olan horozibigi ve semizotuna karsi
allelopatik etkinligini tarla kosullarinda arastirmiglardir. Sonug olarak, topraga karistirilan
salgam ve turp kalintilarinin kontrol grubuna gore, horozibigi ve semizotu bitki tohumlarinin

cimlenmelerini ve gelisimini engelledigini veya geciktirdigini gézlemlemislerdir.
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Ma vd. (2020) yapilan allelopati ¢aligmalarinda bitki ekstraktlarinin konsantrasyonunun
belirli bir esige ulastiginda metabolik olaylarin diizensiz oldugunu bildirmistir. Incelemis
olduklar1 Chrysanthemum coronarium bitkisinin yliksek Ipomoea cairica konsantrasyonlarina
kars1 daha duyarli oldugu bu durumun bitkilerin tolerans mekanizmasi ile iligkili olabilecegi

¢ikarimina varmistir.

Usnea florida liken aseton ekstraktinin, yabani ot tiirlerinden yapiskan ot (S. verticillata)
tohum ¢imlenmesi lizerinde yiiksek konsantrasyonda inhibe edici yonde etki ettigi sonucuna
ulagilmistir. En yiiksek ¢cimlenme yiizdesinin (%69) 50 pg/ml konsantrasyonunda oldugu ancak
kontrol grubu ile kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli olmadig1 goriilmiistiir (p:0,000).
Cimlenme ortalamalarinda konsantrasyon artigina gore kontrol grubu ile; 100, 150 ve 200 pg/ml
konsantrasyonlari arasinda anlamli bir fark vardir (p:0,000). Cimlenme yiizdesi konsantrasyon
arttikca diislis gostermektedir. En yiiksek etkinin 200 pg/ml konsantrasyonda oldugu ortaya
cikmigtir. Konsantrasyon miktarina gore ¢imlenme ylizdesinde diisiis gosteren yapiskan ot
tohumlarinda kullanilan liken ekstraktinin inhibe edici yonde etkisi oldugu ve dolayisiyla
Usnea florida liken aseton ekstraktinin yapiskan ot tohumlar1 {izerinde biyoherbisit olarak
kullanilabilecegi sonucuna varilmistir. Literatiirde yapiskan ot yabani otu ile yapilan bir
calismada; lavantada bulunan ugucu yaglarin yapigkan ot tohumlar1 {izerindeki herbisit
potansiyelini incelenmistir (Koiou vd. 2020: 223). izole edilen yaglar yapiskan ot tohumlarina
uygulanmis ve tohum c¢imlenmesi incelenmistir. Uygulanan ucgucu yaglarin yiiksek
konsantrasyonlarmin yapiskan ot tohumlarini inhibe ettigi ortaya ¢ikmustir. Ote yandan Kitis
vd. (2021), kabuklu bugday hatlarinin horozibigi ve c¢avdar tohumlarinin ¢imlenmesine
allelopatik etkilerini incelemislerdir. Gernik ve siyez bugday tiirlerinin ekstraktlarini,
horozibigi ve ¢cavdar tohumlarina uyguladiklarinda bu iki bugday hattinin iki 6nemli yabanci ot

tiirlinlin ¢cimlenmesi tizerinde baskilayici bir etkiye sahip oldugunu gostermislerdir.

Usnea florida liken aseton ekstraktinin, kiiltiir bitkisi bugdayin (7. aestivum) tohum
¢imlenmesi iizerinde diisiik konsantrasyonda stimiile edici, yiiksek konsantrasyonda geriletici
yonde etki ettigi sonucuna ulasilmistir. En fazla tohum ¢imlenme yiizdesi (%85) 25 pg/ml
konsantrasyonunda mevcuttur. 75 pg/ml konsantrasyonu ile kontrol grubu arasindaki fark
birbirine yakin oldugu i¢in istatistiksel olarak anlamli degildir (p:0,000). Karsilastirmali veri
analizi sonuglarima gore tohum ¢imlenme ortalamasinin yiiksek oldugu 25 ve 50 pg/ml
konsantrasyonlari ile kontrol grubu arasinda anlamli farklar bulunmustur (p:0,000). 25 ve 50
pg/ml konsantrasyonlarinin tohum ¢imlenme ortalamasini arttirarak tohumlar iizerinde uyarici

bir etkiye neden oldugu goriilmiistiir. Cimlenme ortalamasi en diisik 100 pg/ml
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konsantrasyonda bulunmustur ve kontrol grubu ile 100 pg/ml konsantrasyonu arasinda oldukga
anlaml fark mevcuttur (p:0,000). Dolayisiyla Usnea florida liken aseton ekstraktinin bugday
tohumlar1 ¢cimlenmesi iizerinde yiiksek konsantrasyonlarda geriletici yonde etki ettigi sonucuna
ulagilmaktadir. Yaptigimiz arastirmaya benzer bir ¢aligmada ise Uzunkaya 2015 yilinda
ekmeklik bugdaya (7riticum aestivum) uyguladigi farkli liken ekstrakt tiirlerinin (Umbilicaria
decussata, Parmelina tiliacea, Bryoria fuscescens) bugdayin ¢imlenmesini inhibe ettigini
gostermistir. Yapilan ¢alismada, iilkemizde dogal olarak yayilis gosteren bazi liken tiirlerinin
etanolik ekstraktlarinin bugday tohumlarinin ¢imlenme ve biiylimesi iizerindeki allelopatik
etkileri belirlemek amaciyla U. decussata, P. tiliacea ve B. fuscescens likenlerinin etanolik
ekstraktlarinin farkli derisimleri ekmeklik bugday tohumlarinin ¢cimlenme ve gelismesi lizerine
allelopatik etkileri 7 giin siiresince incelenmistir. Deney sonlandirildiginda liken ekstraktlarinin
diisiik derisimlerinin stimiilator etki gdsterdigi, yliksek derisimlerinde ise yetistirilen
tohumlarin ¢imlenmedigi gozlemlenmistir. Arastirmanin sonuglart yaptigimiz c¢aligmay1

destekler niteliktedir.

Ayrica Wang vd. (2016) yaptiklar1 arastirma sonuglar1 c¢alismamizdaki liken
ekstraktinin bugday tohumlar1 tizerindeki etkisiyle dogru orantilidir. Abietinella abietina
yosununun suda ¢oziinilir ekstraktlarinin Picea crassifolia tohumlarmin mantar enfeksiyonu
riskini azalttig1 sonucuna varilmistir. Diisiik konsantrasyonlarda ekstraktin ¢imlenme oranini

uyardig1 ve yliksek konsantrasyonlarda ise inhibe ettigi ortaya ¢ikmustir.

Bitkilerin birbirleriyle olan allelopatik etkilesimi ile ilgili literatiirde bir¢ok ¢alisma
mevcuttur. Ornegin, Yarnia vd. (2011), yabani ot tiirii olan horozibigi (dmaranthus retroflexus
L.) lizerine ¢avdar kalintilarinin tohum miktart ve bitki gelisimine etkilerini incelediklerinde
cavdar bitki kalintilarinin horozibigi tohum verimi ve bitki gelisimini engelledigi saptanmustir.
Cavdar bitkisinin allelopatik etkisi sonucunda; horozibiginin fotosentez, protein, pigment
yapisinda negatif yonde degisim gdzlenmistir. Baska bir allelopati calismasinda Ghiyasi vd.
2016 yilinda kolza tohumlarinda ¢imlenme ve anormal ¢im orani lizerine sirken bitkisinin
etkisini incelemislerdir. Arastirmada; sirken bitkisi sulu ekstraktinin farkli konsantrasyonlari,
kolza tohumu ekimi yapilmis petrilere diizenli olarak sulama amag¢li muamele edilmistir.
Calismadan elde edilen sonuglarda, %100 sirken 6zii kullanildiginda kolza tohumlarinda en

diisiik cimlenme ve maksimum anormal fide yiizdesi saptanmustir.
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Yine Akgiin vd. (2018), bugday (Triticum aestivum L.) ¢im suyunun tohum ¢imlenmesi
lizerine etkisini inceleyerek bugdayin allelopatik etkisini arastirmiglardir. Yapilan deneyde
cesitli tohumlar (arpa, misir, bugday, fasulye, yonca, ¢ok yillik ¢im, koyun yumag: ve seker
pancart) kullanilmiglardir. Bugday ¢im suyu, kontrol grubu hari¢ diger tohumlarin iizerine
sulama amagli verilmistir. Arastirma sonucunda, bugday ¢im suyu uygulamasi ¢imlenme
indeksi, ¢imlendirme orani ile kok ve govde uzunlugunu azalttig1 ortaya ¢ikmistir. Cimlenme
orani, kok ve govde uzunlugundaki azalma arpa, ¢ok yillik ¢im, koyun yumagi, yonca ve seker

pancarinda anlamli derecede 6nemli oldugu sonucuna varilmistir.

Allelopati ile ilgili yapilan bir aragtirmada, juglon ve ceviz yapragi ekstraktinin turpta
bazi gelisme Ozellikleri ve verim tizerine etkisini incelenmistir (Kaymak 2018: 1). Cevizin sulu
ekstraktinin ve juglon ¢ozeltisinin deneme parsellerine ekimini yaparak deneyini
gerceklestirmistir. Juglon ve ceviz yapragi ekstraktinin turpta, incelenen parametrelerin (kokte
kuru agirlik madde miktari, yaprak sayisi) tamamini olumsuz etkiledigini tespit etmistir. Sebze
tiretiminde; sadece cevizin degil, bu tip olumsuz allelopatik etkiye sahip tiirlerin tamaminin
basaril1 bir iiretim i¢in dikkate alinmas1 gerektigi sonucuna varmistir. Ote yandan Ozbay 2018
yilinda yaptig1 arastirmada ise bazi tibbi bitki ve yabanci ot ekstraktlarinin biberin ¢imlenme
ve fide gelisimi lizerine etkisini gdzlemlemistir. Calismada; rezene, ebegiimeci, kirmizi yonca,
hardal, dereotu, sedef otu, kimyon ve meyan bitkilerinin su ekstraktlarinin biberde ¢imlenme
ve fide gelisimi lizerine olan allelopatik etkileri arastirilmistir. Arastirma sonuglarina gore,
allelopatik etkileri incelenen bitki ekstraktlarinin biberde ¢imlenmeyi azalttigini ve fide
gelisimini engelledigini ortaya konmustur. Calismada allelopatik etkileri test edilen bitkiler ve
biber gibi kiiltiir bitkilerinin miimkiin oldugu kadar birbirine yakin olarak yetistirilmemesi
gerektigi sonucuna varilmistir. Allelopati ¢alismalarinda sik¢a kullanilan marul bitkisiyle
yapilan bir diger aragtirmada ise Akin vd. 2019 yilinda kirmizi hevhulma bitki ekstraktlarinin
farkli sicaklik ve konsantrasyonlarmin marul tohumlar1 tizerindeki allelopatik etkisini
arastirmiglardir. Yiksek sicakligin, diisiik sicakliga gore marul tohum gelisimini daha fazla
olumsuz yonde etkiledigi ortaya c¢ikmuistir. Kok, govde, yaprak ekstraktlarinin ayri ayri
degerlendirilmesinde ise, yaprak ekstraktlarinin, kok ve govde ekstraktlarina gore biliylimeyi
engelleyici etkisi oldugunu goézlemlemislerdir. Caligmanin sonucunda; kirmizi hevhulma
ekstraktlarinin marulda ¢cimlenme ve fide gelisimine etkisinin konsantrasyona ve sicakliga bagli

olarak degistigi ortaya ¢ikmistir.
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Yabani otlarla miicadele etmek icin yapilan bir diger arastirmada ise Karaman vd. 2021
yilinda yulaf ¢im suyunun bazi yabanci ot ve kiiltiir bitkisi tohumlarinin ¢imlenme ile fide
ozellikleri iizerine etkilerini incelemislerdir. Kiiltiir bitkileri; arpa, bugday, yulaf, fasulye,
mercimek, seker pancari, aycicegi, italyan ¢imi, kirmizi ii¢giil ve yonca tohumlaridir. Yabanci
ot tohumu olarak ise, horozibigi ve yabani hardal tohumlar1 kullanmislardir. Yulaf ¢im suyunun
farkl1 konsantrasyonlar1 hem kiiltiir hem de yabanci ot tohumlarina uygulanmistir. Sonug
olarak; yulaf ¢im suyunun mineral bakimindan zengin olmasi kiiltiir bitkilerinde ¢imlenmeyi
olumlu yonde etkilememistir. Aksine hem kiiltiir bitkilerinde hem de yabanci otlarda negatif
yonde allelopatik etki gostermistir. Dolayistyla biyoherbisit olarak kullanim potansiyeli

tagimadig1 sonucuna varilmistir.

Bitkisel ekstraktlarin genotoksik etkilerinin belirlenmesine yonelik literatiirde
calismalar bulunmaktadir. Bu c¢aligmalarda genelde mitotik indeks testleri (Akinboro ve
Bakare, 2007: 470), mikroniikleus testleri (MN) (Zrnzevi¢l vd., 2017: 679), kardes kromatit
degisimi testleri (SCE) (Agar vd., 2011: 1043) gibi teknikler kullanilmaktadir. Bu testlerin
yaninda PCR teknigi de olduk¢a etkili bir sekilde genotoksisite ¢alismalarinda
uygulanmaktadir. Ozellikle son yillarda RAPD PCR teknigi genom seviyesinde degiskenligin
gosterilmesi, ¢ok sayida 6rnegin hizli analizi gibi 6zellikleri bakimindan kullanimi artmistir
(Bozar1 vd., 2012: 346). ISSR PCR teknigi ile genotoksisite calismalar1 da mevcuttur. Ornegin,
Bakry vd. (2015) ve Erdoz Poyraz vd. (2018) aragtirmalarinda ISSR PCR teknigini
kullanmigslardir. Calismamizda Usnea florida liken aseton ekstraktini uyguladigimiz yabani ot
tiirleri ve kiiltiir bitkisi tlirlerinden elde edilen DNA’larda PCR ile olugan ve kaybolan farkli
bant sayilarinin hesaplanmasi ile GKS sonuglar tablo seklinde hazirlanmistir. GKS yiizdeleri
kontrol grubu ile farkli konsantrasyonlarin karsilastirilmasi ile degerlendirilmistir.
Konsantrasyonlardaki bant sayilarinda kontrol grubuna gore artma ya da azalma genomik

DNA’da degisimlerin oldugunu gostermektedir.

Usnea florida liken aseton ekstraktinin horozibigi (4. retroflexus) DNA’s1 lizerindeki
genotoksik etkisini incelemek amaciyla ISSR ve RAPD primerleri ile yapilan PCR analizleri
sonucunda; kontrol grubunda toplam 58 bant ortaya ¢cikmistir. Kontrolle karsilastirildiginda
polimorfik bant sayilar1 50 pg/ml konsantrasyonda toplam 25’tir. GKS degeri ise %56,9 olarak
hesaplanmistir. 100 pg/ml konsantrasyon i¢in toplam polimorfik bant sayis1 35’tir. GKS degeri
ise %39,7 olarak hesaplanmistir. 150 pg/ml konsantrasyon i¢in toplam polimorfik bant sayis1
28°dir. GKS degeri %51,7 olarak hesaplanmistir. 200 pg/ml konsantrasyon igin toplam
polimorfik bant sayis1 32 ve GKS degeri %44,9 olarak bulunmustur (Tablo 4.10.).
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Sonuglara gore en yiiksek GKS degeri 50 pg/ml konsantrasyonda (%56,9), en diisiik
GKS degeri ise 100 pg/ml konsantrasyonda (%39,7) ortaya ¢ikmistir. Usnea florida liken
aseton ekstraktinin horozibiginde olusturdugu genotoksik etkinin en fazla 100 pg/ml
konsantrasyonda oldugu belirlenmistir. Buna gore liken ekstraktinin horozibigi DNA’s1

tizerinde GKS oraninda konsantrasyondan bagimsiz degisimlere neden oldugu gozlenmistir.

Usnea florida liken aseton ekstraktinin semizotu (P. oleracea) DNA’s1 iizerindeki
genotoksik etkisini incelemek amaciyla ISSR ve RAPD primerleri ile yapilan PCR analizleri
sonucunda; kontrol grubunda toplam 61 bant ortaya ¢ikmistir. Kontrolle karsilagtirma yapilarak
olusturulan polimorfik bant sayilar1 50 pg/ml konsantrasyonda toplam 32°dir. GKS degeri ise
%47,5 olarak hesaplanmistir. 100 pg/ml konsantrasyon igin toplam polimorfik bant sayisi
26°dir. GKS degeri ise %57,4 olarak hesaplanmistir. 150 pg/ml konsantrasyon i¢in toplam
polimorfik bant sayis1 28’dir. GKS degeri %54,1 olarak hesaplanmigtir. 200 pg/ml
konsantrasyon i¢in toplam polimorfik bant sayis1 38 ve GKS degeri %44,2 olarak bulunmustur
(Tablo 4.11.). Sonuglara gore en yiiksek GKS degeri 100 pg/ml konsantrasyonda (%57,4), en
diisitk GKS degeri ise 200 pg/ml konsantrasyonda (%44,2) ortaya ¢ikmustir. Usnea florida liken
aseton ekstraktinin semizotu tohum ¢imlenmesinde olusturdugu genotoksik etkinin en fazla 200
ng/ml konsantrasyonda oldugu belirlenmistir. Buna gore liken ekstraktinin semizotu DNA’s1
tizerinde 100 pg/ml konsantrasyondan itibaren artan konsantrasyonlara bagli olarak GKS

oraninda diisme oldugu gézlenmistir.

Usnea florida liken aseton ekstraktinin yapiskan ot (S. verticillata) DNA’s1 lizerindeki
genotoksik etkisini incelemek amaciyla ISSR ve RAPD primerleri ile yapilan PCR analizleri
sonucunda; kontrol grubunda toplam 71 bant ortaya ¢ikmistir. Kontrolle karsilagtirma yapilarak
olusturulan polimorfik bant sayilar1 50 ug/ml konsantrasyonda toplam 28’dir. GKS degeri ise
%60,57 olarak hesaplanmistir. 100 pg/ml konsantrasyon i¢in toplam polimorfik bant sayisi
36’dir. GKS degeri ise %49,3 olarak hesaplanmigtir. 150 pg/ml konsantrasyon i¢in toplam
polimorfik bant say1s1 42 ve GKS degeri %40,85 olarak hesaplanmistir (Tablo 4.12.). Sonuglara
gore en yliksek GKS degeri 50 pg/ml konsantrasyonda (%60,57), en diisiik GKS degeri ise 150
ug/ml konsantrasyonda (%40,85) ortaya ¢cikmistir. Usnea florida liken aseton ekstraktinin
yapigkan ot tohum c¢imlenmesinde olusturdugu genotoksik etkinin en fazla 150 pg/ml
konsantrasyonda oldugu belirlenmistir. Buna gore liken ekstraktinin yapigkan ot DNA’s1

tizerinde artan konsantrasyona bagli olarak GKS oraninda diisme oldugu belirlenmistir.
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Usnea florida liken aseton ekstraktinin bugday (7. aestivum) DNA’s1 lizerindeki
genotoksik etkisini incelemek amaciyla toplam sekiz adet ISSR ve RAPD primerleri ile yapilan
PCR analizleri sonucunda; kontrol grubunda toplam 66 bant ortaya ¢ikmistir. Kontrolle
karsilagtirma yapilarak olusturulan polimorfik bant sayilar1 25 pg/ml konsantrasyonda toplam
27°dir. GKS degeri ise %59,1 olarak hesaplanmistir. 50 pg/ml konsantrasyon igin toplam
polimorfik bant sayis1 25°dir. GKS degeri ise %62,2 olarak hesaplanmistir. 75 pg/ml
konsantrasyon i¢in toplam polimorfik bant sayist 28’dir. GKS degeri %57,6 olarak
hesaplanmistir. 100 pg/ml konsantrasyon i¢in toplam polimorfik bant sayis1 37 ve GKS degeri
%43,9 olarak bulunmustur (Tablo 4.13.). Sonuglara gore en yiiksek GKS degeri 50 pg/ml
konsantrasyonda (%62,2), en diisiik GKS degeri ise 100 pg/ml konsantrasyonda (%43,9) ortaya
cikmistir. Usnea florida liken aseton ekstraktinin bugday tohum ¢imlenmesinde olusturdugu
genotoksik etkinin en fazla 100 pg/ml konsantrasyonda oldugu belirlenmistir. Buna gore liken
ekstraktinin  bugday DNA’s1 f{izerinde 50 pg/ml konsantrasyondan itibaren artan

konsantrasyonlara bagli olarak GKS oraninda diisme oldugu gozlenmistir.

Bitkilerde yapilan genotoksisite ¢alismalarina 6rnek olarak, Sunar vd. 2009 yilinda PCR
tabanli RAPD yontemi ile Verbascum spesiosum metanolik ekstraktinin misir tohumu
tizerindeki genotoksik etkisini incelemistir. Kontrole kiyasla diisiik RAPD bant profillerindeki
degisiklikler, mutasyonlar, yeniden diizenlemeler, yapisal modifikasyonlar gibi DNA

degisikliklerinin allelokimyasallar tarafindan kaynaklandigini bildirmektedir.

Bazi1 yabani otlar lizerinde yapilan bir arastirmada Keke¢ vd. 2012 yilinda kedi nanesi
(Nepeta meyeri) ugucu yaglarinin bazi yabanci ot ve kiiltlir bitkileri tohum g¢imlenmesi
tizerindeki genotoksik etkilerini RAPD PCR ile incelemistir. Caligmada kontrol grubu ile
uygulanan dozlarin RAPD sonuclarii karsilastirmistir. Sonuglar, yaglarin gliclii bir inhibitor
aktiviteye sahip oldugunu ve kontrol grubu ile karsilastirildiginda bant yogunlugu, bant kaybi
ve yeni bantlarin goriiniimiindeki degisim agisindan RAPD profillerinde degisiklige neden

oldugunu gosterdigini belirtmistir.

Genotoksik etkinin arastirildigi bir diger ¢alismada ise Aksakal vd. 2013 yilinda 2,4-
diklorofenoksiasetik asidin misir tizerindeki genotoksik etkilerini RAPD PCR teknigi ile
incelemisglerdir. Sonu¢ olarak RAPD profillerindeki degisikliklerin degerlendirmesi igin
gergeklestirilen genomik sablon stabilitesi (GTS), artan 2,4-D konsantrasyonlarindan da 6nemli

Olctide etkilendigini bildirilmistir.
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Bozar1 ve Aksakal 2013 yilinda, trifluralin herbisitinin misir iizerindeki genotoksik
etkisini saptamak i¢in RAPD PCR teknigini kullanmistir. Trifluralin herbisitine farkli dozlarda
maruz birakilan misir fidelerinin RAPD PCR teknigi sonucunda GTS ile karsilagtirma yapilarak
degerlendirilmistir. Sonucunda RAPD tekniginin, herbisitlerin bitkiler {izerindeki genotoksik

etkilerini degerlendirmek i¢in yararl bir biyobelirte¢ oldugunu belirtmistir.

Altwaty vd. 2016 yilinda Dipterygium glaucum bitkisinin su, etanol ve etil asetat
ekstraktlarmin Vicia faba koklerinde olasi genotoksik etkisini RAPD PCR teknigi ile
arastirmustir. Ug ekstrakt ile muamele edilmis V. fabamin RAPD analizleri yeni olusan ve

kontrol gore kaybolan DNA bantlarin1 ortaya ¢ikardigini bildirmistir.

Silprasit vd. 2016 yilinda herbisit tiirleri olan glifosat ve butaklorun su bitkileri
tizerindeki etkisi gozlemlemek amaciyla RAPD PCR teknigini kullanmistir. Sonug olarak,
herbisitlerin anormal morfoloji ve DNA kararsizlig: iizerindeki etkileri ortaya ¢ikmustir. Ek
olarak, baz1 su bitkileri iizerindeki glifosat genotoksisitesinin sonuglari, RAPD-PCR

yonteminin bir biyobelirte¢ olarak kullanilabilecegini dogrulamustir.

Sonug olarak, Usnea florida total aseton ekstraktinin allelopatik etkileri ¢aligilan tiire
gore degisiklik gostermektedir. Buna gore; A. retroflexus (horozibigi) tohum c¢imlenmesi
tizerinde tesvik edici, P. oleracea (semizotu) tohum ¢imlenmesi iizerinde konsantrasyona bagl
olarak geriletici, S. verticillata (yapiskan ot) tohum ¢imlenmesini inhibe edici ve 7. aestivum
(bugday) tohum ¢imlenmesini konsantrasyona bagli olarak geriletici yonde etkisi oldugu ortaya
cikmistir. Dolayisiyla Usnea florida aseton ekstraktinin biyoherbisit olarak kullanim
potansiyeli yabani ot tiirlerine bagl olarak degisiklik gostermektedir. Yaptigimiz ¢alismada
Usnea florida total aseton ekstraktinin semizotu ve yapiskan ot yabani ot tiirleri {izerinde
biyoherbisit olarak kullanim potansiyeli tasidigi sonucuna ulasilmaktadir. Ayrica liken
ekstraktinin uygulanan tiim bitki tiirleri tizerinde genotoksik etkisi oldugu gortilmistiir. Usnea
florida liken aseton ekstrakti ile yabani otlarin sinirlandirilmasi i¢in biyoherbisit potansiyelini
arastirdigimiz bu ¢aligma literatiirde ilk kez yapilmistir. Liken tiirlerinin ve ekstraktlarinin
degistirilerek yeni caligmalar yapilmasi sentetik herbisitlere karsi oldukca etkili sonuglar

dogurabilir.
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