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DOGU AKDENiZ BOLGESINDEN TOPLANAN BAZI KEKiK TURLERININ
GENETIK FARKLILIKLARININ BELIiRLENMESI
(YUKSEK LISANS TEZI)

Seyma ALGAC

OZET

Kekik (Origanum spp), ticari ve tibbi 6neminden dolay1 6n plana ¢ikan endemik bitkilerden
bir tanesidir. Ulkemizde bu tiirler genellikle dogadan toplanarak pazara ulasmaktadir.
Fakat bilingsiz toplamadan dolayr bu tiirler yok olma tehlikesiyle kars1 karsiyadir.
Dolayisiyla bu tiirlerin dogadan yok olmadan toplanarak koruma altina alinmasi
gerekmektedir. Bu amagla ¢alismamizda Dogu Akdeniz Bolgesinden toplanan farkli 28
adet kekik genotipi 15 adet SRAP ve 10 adet ISSR primeriyle taranarak genotipler
arasindaki genetik farkliliklari belirlenerek yerli gen kaynaklarmin genetik 6zellikleri
ortaya konmustur. Calisma sonucunda toplam da 138 bant elde edilirken elde edilen bu
bantlardan 131 tanesinin polimorfik bant oldugu goézlenmistir. Calismada kullanilan
markorlerin hepsi polimorfik 6zellik gdstermekle beraber ortalama polimorfizm degeri %
94.93 bulunurken, en fazla allel iireten primer kombinasyonu 14 bant ile EM17-ME11
olup, ortalama allel sayis1 4.93 olarak bulunmustur. Polimorfizm bilgi igerigi (PIC) 0.04 ile
0.99 arasinda degismis olup, ortalama PIC degeri 0.53 olarak belirlenmistir. Tim
genotipler arasinda en fazla genetik farklilik % 74 ile OV V2 (O. vulgare sbp. hirtum) ve
OVV5 (O. vulgare sbp hirtum) tiirleri arasinda, en az genetik farklilik ise % 13 ile
(Origanum. syriacum) genotipleri arasinda goézlenmistir. Kekik genotipleri arasindaki
ortalama genetik farklilik degeri % 48 olarak bulunmustur. Ayrica kullanilan SRAP ve
ISSR markor teknigi dogadan toplanacak materyallerin genetik karakterizasyonunda

giivenli bir sekilde kullanilabilecegi goriilmiistiir.
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DETERMINATION OF GENETIC DIVERSITY OF SAME THYME SPECIES
COLLECTED FROM EASTERN MEDITERRANEAN REGION
(M.Sc. THESIS)

Seyma ALGAC

ABSTRACT

Oreganum (Origanum spp) is one of the most prominent endemic plants because of its
commercial and medical importance. In our country, these species are reached to the
market directly after being picked from the wild. However, since these collections are
usually performed without care and knowledge, the species face the danger of becoming
extinct. Therefore, in order to avoid their disappearance from the nature, local thyme
species need to be compiled and be taken under the protection. For this purpose, in our
study, we determined genetic characteristics of native gene sources of the plant through
detecting the genetic variations between 28 different thyme genotypes collected from
Eastern Mediterranean Region by scanning them with 15 SRAP and 10 ISSR primers. A
total of 138 bands were obtained at the end of the study. 131 of these bands were found to
be polymorphic bands. In addition to the fact that all markers used in the study showed a
polymorphism, thereby presenting the mean polymorphic value as 94.93%, the most allele-
producing primer combination was determined as EM17-ME11 with 14 bands, whose
avarage allele number was 4.9 . The polymorphism information content (PIC) ranged from
0.04 to 0.99, with a mean PIC value of 0.53. The highest genetic variation among all
genotypes (74%) was observed between the species of (Origanum vulgare sbp. hirtum) and
OVV2 (0. vulgare sbp. hirtum) ve OVV5 (O. vulgare sbp hirtum) the least genetic variation
(13% ) was detected between Origanum. syriacum genotypes. The average genetic
difference value of the thyme genotypes was found to be 48%. Moreover, it has been
demonstrated that the SRAP and ISSR marker techniques can be used safely in the genetic
characterization of the materials collected from nature.
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1.GIRIS

Bitkiler ¢ok uzun yillardan bugiine kadar gida ve tedavi amacli kullanilan diinya
niifusu i¢in olduk¢a 6nemli olup yasam kaynaginin birincil iireticilerdir (Benli ve Yigit,
2005).Tirkiye bulundugu 6nemli cografi konum itibariyle % 31,82’sinin endemik oldugu
cok zengin ve Onemli bitki Ortlisine sahiptir (Sadikoglu., 2005). Bitkiler temel
ihtiyaglarimizi karsilayan birgok hammaddenin orjinini olustururken bitkilerden elde edilen
maddeler yiizyillar boyunca tibbi ilaglarin tek kaynagi olmustur (Raski ve Ripoll, 2004).
Ulkemizde yetisen bircok bitkinin farkli kisimlari gida, tibbi veya diger amaglarla
toplanmakta, yurtici ve yurtdisi talepleri karsilanmaya calisilmaktadir. Tiirkiyede 45 cins,
546 tiir ve 730 takson ile temsil edilen Lamiaceae familyasinda, 38 Thymus tiirii (% 52'si
endemik), 23 Origanum tiirii (% 65’1 endemik) dir. 14 Satureja tiirii (% 28’1 endemik), 2
Thymbra tiirii ve 1 Coridothymus tiiri bulunmaktadir(Baser, 1993;1994).Yaygin olarak
ticareti yapilan konu olan kekik tiirii Origanum tiirleridir(Baser, 2001; Davis, 1988; Biskup
ve Saez, 2002; Kintzios, 2002).

Origanum tiirlerinin gen merkezi konumundaki Ulkemizde Halk arasinda “kekik”
olarak adlandirilmakta ve bu tiirler ¢cok giiclii antimikrobiyal ve antioksidan etkileri
oldugu, onemli fenolik bilesenlerince zengin ugucu yaglar igermesinden dolayr gida,
parfiim, kozmetik ve ila¢ gibi sanayi kollarinda hammadde olarak kullanilmaktadir
(Baydar ve Erdal., 2004; Ozkan ve ark., 2009).

Origanum cinsi, Lamiaceae ailesinin bir iiyesidir ve karmasik bir taksonomiye
sahiptir. Bu cins, ¢ok sayida tiir, alttiir, ¢esit ve melez igeren (Azizi ve ark., 2009), 10
bolime ayrilmis ve 42 tiir veya 49 alttirden olusmaktadir. Origanum taksonunun 49 alt
tiiriinden 46's1 Akdeniz bolgesine yerel olarak dagilmis olup, bunlardan 21 takson Tiirkiye
ye 6zgii ve endemiktir (letswaart 1980; Kokkini 1997). Giintimiizde diinyada ticarete konu
olan origanumlarin ¢ogu belirli bir alt tiire odaklanmadan Tiirkiye ve Yunanistan’dan
toplanmaktadir (Oliver, 1997). Son zamanlarda, esansiyel yag ve ekstraktlarinin
antimikrobiyal, antifungal, bocek oOldiiriicii ve antioksidatif etkileri nedeniyle kekik biiyiik
ila¢ endiistrilerinin hedefi olmustur (Kulisic ve ark., 2004; Bakkali ve ark., 2008). Kekik
ucucu yag asidi ana bilesenleri karvakrol ve timolden olusmakta ve ardindan y-terpinene,
p-simen, linalol, terpinen-4-ol ve sabinen hidrat gibi bilesenler gelmektedir (D'Antuono ve
ark. 2000; Skoula ve Harborne 2002).

Tiirkiye’de kekik tiirleri arasinda hem ekonomik hem de tarimsal kalite olarak en

degerlileri Origanum cinsine ait olup, Ege, Akdeniz ve Giliney Dogu Anadolu bolgelerinde



yayilis gdsteren Izmir kekigi (Origanum. onites), Istanbul kekigi (Origanum. vulgare ssp.
hirtum), Siitgiiler kekigi (Origanum. minutiflorum), Alanya kekigi (Origanum. majorana,
syn. Origanum. dubium) ve Suriye kekigi (Origanum. syriacum var. bevanii)’dir. Ozellikle
“Izmir kekigi” veya “Bilyeli kekik” olarak isimlendirilen Origanum onites L., Ulkemizde
dogadan en fazla toplanan, yaygin kiiltiirii yapilan ve en fazla ihracati yapilan kekik
tiiriidiir (Baser, 1994). Ozellikle dogadan toplanmak suretiyle pazara ulasan bu bitkilerin
bliyiik ¢cogunlugunun iilkemize 6zgii oldugu goriilmektedir. Bu endemik tiirlerin toplama
yoluyla dogadan yok olmadan Once, koruma altina alinmasi ve islah programlarinin
oOlusturulmasi 6nem tasimaktadir.

Klasik bitki 1slah1 ¢alismalari, bir¢ok kiiltlir bitkisinin {iretilmesinde yillardir
kullanilmaktadir (Ulukan, 2007). Klasik bitki 1slahi, yapilan melezlemeler sonucu {istiin
ozellik gosteren genotiplerin fenotipik olarak segilmesine dayanmaktadir (Eserkaya ve
ark., 2010). Dolayisiyla morfolojik 6zellikler ¢cogunlukla ¢evre sartlarinin etkisi altindadir.
Bu yiizden seleksiyon basaris1 diisiik kalmaktadir. DNA markdorlerinin - bulunup
gelistirilmesiyle seleksiyon basarisin1 arttirmak icin uzak akrabalarin belirlenip 1slah
programlarinda kullanilmasi1 gerekmektedir (Eserkaya ve ark., 2010)

Bitki 1slah1 programina baglamadan oOnce kullanilacak genotiplerin genetik
potansiyellerinin belirlenmesi 1slah c¢aligmalarindaki basariyr artiracak etkiye sahiptir
(Tagpmar ve ark., 2002). Islah ¢aligmalarinda gerekli varyasyon tescil edilmis ¢esitler,
yerel gesitler ve yabani popiilasyonlardan saglanmaktadir. Ozellikle yabani popiilasyonlar
sahip olduklar1 biyotik ve abiyotik stres sartlarina dayaniklilik genlerini tagimalarindan
dolay1, cesit gelistirme g¢alismalarinda vazgecilmez gen kaynaklaridir. Bu yiizden bitki
materyallerin morfolojik ve genetik karakterizasyonlarinin yapilarak, bu karakterlerin

kiiltiir ¢esitlerine aktarilmasi gerekmektedir (Eserkaya ve ark., 2010).

Genetik kaynaklar origanum tiirlerinin potansiyellerini aragtirmak i¢in bir anahtar
rolii oynayabilirler (Putievsky ve ark.1997; Mastro1997). Bu nedenle 1slah programlarinin
olusturulabilmesi i¢in genetik kaynaklarin yok olmadan toplanarak, biyocesitliligin
korunmasi ve tiirler arasindaki genetik ¢esitliligin bilinmesi vazgecilmezdir (Karp ve
ark.1997; Joshi ve ark., 2004; Baydar ve ark., 2009). Su ana kadar yapilan ¢alismalar
cogunlukla morfolojik ve esansiyel yag asitleri bilesimi iizerine yogunlasirken (Giiniiz ve
Ozorgiicii 1999; Azcan ve ark. 2000; Ceylan ve ark., 2003), tiirler igerisindeki genetik
cesitliligi belirleme sinirh kalmigtir (Tonk ve ark., 2010).


http://link.springer.com/article/10.1007/s00606-009-0197-1#CR33
http://link.springer.com/article/10.1007/s00606-009-0197-1#CR21
http://link.springer.com/article/10.1007/s00606-009-0197-1#CR13

DNA markorlerinin  kullanilmasi, hizli sonug¢ vermeleri, ¢evre sartlarindan
etkilenmemelerinden dolay1 genetik cesitliligi belirleme ¢alismalarinda yogun olarak
kullanilmaktadir (Manjarrez-Sandoval ve ark., 1997; Wendel ve ark., 1992). Ayrica,
islahgt  haklarinin ~ korunmasinda (Smith ve Smith, 1992), heterotik gruplarin
smiflandirilmasinda (Dudley ve ark., 1991; Senior ve ark., 1998), bitkiler ve onlarin
yabani akrabalar1 arasindaki filogenetik iligkiyi belirlemede (Liu ve ark., 2000), pedigri
analizlerinde (Smith ve ark., 1997) ve istenilen bitkisel 6zelliklerin se¢iminde (Young,
1996) kullanilmaktadir.

Kekik bitkisinde genetik farkliilk RFLP (Restriction Fragment Length
Polymorphisms), AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphisms) (Ayanoglu ve
ark.2006), RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) (Williams ve ark.1990), SSR
(Simple Sequence Repeat), SRAP (Sequence-Related Amplified Polymorphism) ve ISSR
(Inter Simple Sequence Repeat) gibi ¢esitli markor teknikleri kullanilarak
belirlenebilmektedir (Gounaris ve ark.2002; Katsiotis et al.2009).

Ozellikle genomu hakkinda yeterli bilgi sahibi olunmayan tiirlerin genetik
karakterizasyon caligmalarinda ISSR ve SRAP markdrleri en kullanigli markorlerin
basinda gelmektedir. ISSR markorii genom ve primerin dizilimi hakkinda 6n bir bilgiye
ihtiya¢ duymadan mikrosatelitlerden elde edilen bir markdr teknigidir (Zietkiewicz ve ark.,
1994; Hilooglu, 2012). SSR protokolii iki spesifik primerlerden olusurken, ISSR markori
SSR markoériindeki mikrosatelitlerin gogaltilmasiyla DNA’nin 3> —» 5° dogru tek bir
primer kullanilarak cogaltilmasidir. Allelik polimorfizmler, genomda tekrarlanan
bolgelerin eksik olmasi, silinmesi veya eklenmesi durumunda ortaya ¢ikan polimorfzimdir.
5’ ucunu baglayict primerlerdeki polimorfizmler mikrosatellitlerin  uzunlugundaki
farkliliklardan dolay:1 ortaya ¢ikmaktadir. ISSR markorleri tekrarli bolgelerden rastgele
secilerek olusturulur ve tek bir analiz ile birden ¢ok lokusu analiz etmeleri gibi avantajlara
sahiptir.

SRAP (Sequence-Related Amplified Polymorphism) markoérleri Li ve Quiros
(2001) tarafindan gelistirilen, PCR tabanli, polimorfizm orani yiiksek, tekrar edilebilir ve
radyoaktif etiketlemeye ihtiya¢ duyulmamasindan dolay1r ¢ok fazla kullamim alam
bulmaktadir (Powell ve ark., 1996; Russel ve ark., 1997; Pejic ve ark., 1998). SRAP
markoriinde 2 primer bulunmakta ve ileri primer 17 niikleotitten olusurken, geri primerler
18 niikleotitten olusmaktadir. SRAP markoriinde 5° ucunda 14 niikleotitten olusan

cekirdek dizinin (core sequence) spesifik olmayan 10-11 bazlik boliimiine doldurma


http://link.springer.com/article/10.1007/s00606-010-0320-3#CR2
http://link.springer.com/article/10.1007/s00606-010-0320-3#CR41
http://link.springer.com/article/10.1007/s00606-013-0902-y#CR23
http://link.springer.com/article/10.1007/s00606-013-0902-y#CR35

diziler (filler sequence), ve bu diziyi takip eden primerler i¢in CCGG dizisi, sonraki
primerler icin AATT dizisi gelmektedir. Cekirdek diziyi takip ederek c¢esitlenmeyi
saglayan 3’ ucunda ii¢ secici niikleotidden meydana gelen dizilerin bulundugu primerler
tasarlanmistir. CCGG dizisi bakimindan zengin olan 6n primerler genelde ekzonlari,
AATT dizisi yoniinden zengin olan ters primerler genelde intron ve promotorlari hedef
almaktadir. SRAP teknigi, kolay, maliyeti az olan , polimorfizm orami yiiksek, gen
etiketleme ve cDNA parmak izi ¢alismalarima uygun, secilen bantlarin dizilenmesi
acisindan kolayliklar barindirmakta (Li ve Quiros, 2001) ve ¢ok ¢esitli bitki tiirlerinde,
genetik haritalama calismalar1 , gen etiketleme ve genetik g¢esitlilik arastirmalarinda
kullanilmaktadir (Budak ve ark., 2004; Filiz ve ark., 2009).



2. ONCEKI CALISMALAR

Gounaris ve ark. (2002), rastgele toplanan kekikler, hibrit ve ana genotipler olarak
ciceklenme kontrollerine gore gruplandirmislardir. Daha sonra ugucu yag analizi ve
RAPD markérlerini kullanarak parmak izi analizi yapmislardir. RAPD markérleri ile ana
kekikler ve hibrit kekikler tespit edilerek aralarindaki genetik farkliliklari belirtmislerdir.

Gengaihi ve ark. (2006), tarafindan yapilan bu ¢alismayla farkli kekik genotiplerini
doku kiiltiirii ortaminda MS, B5 ve LS besin ortamlarindaki 2,4-D , NAA , BAP ve Kin
hormonlarinin farkli konsantrasyonlarinda kekik genotiplerine ait gelisimleri incelenmis ve
en iyi ortamin MS oldugu tespit edilmistir. Daha sonra ugucu yag analizi yapmislar ve
hepsinde carvocrol bulunurken timol’un ise sadece O.vulgare de bulundugunu tespit
etmiglerdir. SDS-PAGE protein ve RAPD markoriiyle yapilan molekiiler tarama

sonucunda hiicre kiiltiirleri arasinda bir varyasyon oldugunu goézlemislerdir.

Ayanoglu ve ark. (2006), Origanum Tirkiye de oldukga fazla satilan bir mutfak
bitkisi oldugunu, kekik bitkisinin genetik farkliliklar1 hakkinda sinirli bir bilginin
bulunmasina ragmen 1slah programlarinda kullanilan bir bitki oldugunu bildirmistir. Ege
Tarimsal Arastirma Enstitiisiinde bulunan kekiklerde genetik farkliligi belirlemek amaciyla
AFLP markori ile 44 kekik genotipini taramistir. Analiz sonucunda toplam 365 bant elde
edilirken elde edilen bantlardan 294’{iniin polimorfik oldugunu tespit etmistir. Jaccardin
benzerlik Kkatsayisi kullanilarak benzerlik katsayist oram1 % 0.396 -% 0.725 arasinda
bulunmus ve kekikler arasindaki genetik cesitliligin olduk¢a fazla oldugu tespit edilirken
genetik  cesitlilik  ¢alismalarinda  AFLP  markoriinlin -+ 1slah  programlart  igin

kullanilabilecegini belirtmistir.

Dababneh (2007), tarafindan farkli kekik genotipindeki antimikrobiyal ve genetik
varyasyonu belirlemek i¢cin 3 adet RAPD markori kullanilarak yapilan calisma ile
genotipler arasindaki genetik farkliliklar1 belirlemistir. Belirlenen genetik farklilifa gore

UPGMA yontemine gore kiimeleme yapmustir.

Sunar ve ark. (2008), yaptiklart caligmada 15 kekik arasindaki fenotipik ve genetik
varyasyonu incelemislerdir. Genetik varyasyonu belirlemek i¢in 20 adet RAPD markorii
ile genotipler taranmis ve 7 adet primerin polimorfik bant gosterdigini tespit etmislerdir.
Jaccardin benzerlik katsayis1 kullanilarak kekikler arasindaki benzerlik oranin1 % 0.077 -
% 0.867 arasinda bulmuslardir.



Klocke ve ark. (2008), baz1 kekik ¢esitlerini RAPD primeriyle taramiglardir. RAPD
primerinin basit olmasi, ¢ok sayida tarama yapabilmesi ve rastgale olmasi da goz oniinde

bulundurarak genetik farklilik caligmalarinda rahatlikla kullanilabilecegini belirtmislerdir.

Novak ve ark. (2008), yaptiklar1 ¢alismada Origanum vulgare ve Origanum
majorana kekiklerinde basit dizi tekrar1 (SSR) markdrlerini O. vulgare ucucu yag bezlerini
ifade eden diziler (EST) den gelistirmiglerdir. Origanum vulgare ve 19 Origanum

majorana bitkileri 13 SSR —~EST markori kullanilarak analiz etmislerdir.

Sozen ve ark. (2008), tibbi Onemi olan Origanum onites bitkisini
hekzadesiltrimetilamonyum bromiir (CTAB) metoduna gore genomik DNA izolasyonunu
gerceklestirmislerdir. Degistirlmis CTAB yontemiyle (yliksek tuz konsantrasyonu,
polivinil pirolidon ve ardindan izoamil alkol / kloroform ) DNA izolasyonu yapildiktan
basit dizi tekrarlart (ISSR) ve (RAPD ) markorlerini kullanilarak molekiiler yonden analiz

etmislerdir.

Quan ve ark.(2008), farkli ekolojik bolgelerden toplanan 20 farkli kekik tiirline ait
genotipler ITS ve ISSR primeriyle analiz edilmistir.ITS dizisi ve primerlerinin analizi
sonucu olusturulan filogenetik agaci inceleyip kekikler arasindaki benzerlikleri
belirlemislerdir. Huiyuan (T .quinquecostatus) popiilasyonunu ve Xingkai popiilasyonuyla
(T. quinquecostatus var. przewalskii ) yiiksek bir genetik benzerlik gosterdigi tespit
edilirken, ISSR markériintiin farkli ekolojik bdolgelerde yetisen bitkiler arasindaki
benzerlikleri belirlemede olduk¢a iyi oldugunu bildirip baska ¢alismalarda da

kullanilabilecegini belirtmislerdir.

Akeel ve ark. (2009), yaptiklari ¢aligmayla O. syriacum ve O. majorana
popiilasyonundaki 14 yabani kekik genotiplerini 48 adet RAPD primeriyle taramislardir.
Analiz sonucunda 1359 adet skorlanabilir bant elde edilirken bunlardan sadece 136
tanesinin polimorfik oldugunu tespit etmislerdir. Kekik genotipleri arasindaki benzerlik
katsayis1 0.85 ile 0.000 arasinda oldugunu belirlemislerdir. Daha sonra yapilan dendogram
analiziyle O.syriacum ve O.majorana kekikleri arasinda genetik olarak bir farklilik

oldugunu bildirmislerdir.

Trindade ve ark. (2009), yaptiklar1 bu caligmayla yag analizi ve genetik
karakterizayonu RAPD primeriyle incelemislerdir. 17 tane RAPD primeri kullanilmis ve
187 adet skorlanabilir polimorfik bant elde etmislerdir. Calisma sonucunda RAPD primeri

ve ucucu yag kompozisyonlarmin ayni sekilde kiimelenme gostermedigini tespit



etmislerdir. Toplama bdlgesi, kimyasal analizler ve molekiiler degerlendirmeler arasinda

diiz bir korelasyon tespit edilememistir.

Rahimmelek ve ark. (2009), Iranda farkli cografi bolgelerden toplanan farkli 17
adet kekik genotipleriyle , 15 ISSR markori kullanarak yaptiklar: ¢alisma sonucunda, 256
tane bant elde etmisler ve elde edilen bantlarin 228 tanesinin polimorfik oldugu
saptamislardir. Daha sonra Jaccard’in UPGMA metoduna gore dendogramlar olusturup ve

farkliliklar1 belirlemislerdir.

Azizi ve ark. (2009), yaptiklar1 ¢alismayla kekik Origanum ¢esitlerindeki genetik
farkliligi AFLP ve SAMPL analizleri ile degerlendirmislerdir. 42 kekik DNA’sin1, 7 AFLP
ve 7 SAMPL primeri ile taramislar, tarama sonucunda bulduklari bantlart UPGMA
yontemi uyarinca analiz etmislerdir. Analiz sonucunda her iki primerinde sonu¢ verdigini

fakat SAMPL primerinin daha ayrit edici bant verdigini fark etmislerdir.

Looy ve ark. (2009), yaptiklar: galismada 21 adet kekik genotipi arasindaki genetik
farkliligt AFLP markoriiyle analiz etmislerdir. Kekikler arasindaki ortalama genetik

benzerlik oranin1 % 0.24 bulmuslardir.

Katsiotis ve ark. (2009), kekik (Origanum) genotiplerindeki genetik varyasyonu
degerlendirmek i¢cin RAPD markoriinii kullanmislar ve segilen 10 adet RAPD primerden
133 adet bant elde etmisler , elde edilen bu bantlarin 27 tanesinin polimorfik oldugunu
tespit etmislerdir. Calisma sonucunda farkli cografik bolgeler arasinda 6nemli farkliliklar
saptamiglar ve O. vulgare subsp. arasinda dikkat g¢ekici bir genetik farklilagmanin

oldugunu bildirmislerdir.

Tonk ve ark. (2010), 14 adet kekik genotipini kimyasal ve genetik olarak analiz
etmislerdir. Kekik genotiplerindeki genetik farkliligt RAPD markorleriyle belirlemislerdir.
Calisma sonucunda genetik benzerlik oranini 0.49 ve 0.73 arasinda oldugunu ve genetik

varyasyonun diisiik oldugunu bildirmislerdir.

Khalil ve Li. (2012), suriyeden toplanan bazi kekik genotiplerini 27 adet RAPD
markorii kullanarak taramis ve tarama sonucunda toplam 198 bant elde etmislerdir.
Polimorfizm oranin1 % 90.91 olarak belirlerken bantlardaki toplam polimorfizm oranini1 %
78.73 bulmuslardir. Bu sonuglar popiilasyonlar arasinda benzerlik ve yakin bir iliski

oldugunu gostermektedir.

Azizi ve ark (2012), 42 adet Origanum vulgare genotipini molekiiler ve morfolojik

yonden incelemislerdir. Ugucu yaglarin bilesenleri ise GC/MS analizi yaparak
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belirlemislerdir. 214 AFLP (amplifiye fragman boyu polimorfizmi) ve 263 SAMPL (se¢ici
olarak amplifiye mikro polimorfik loci) de dahil olmak {izere 477 polimorfik bant elde

etmislerdir.

Helsen ve ark. (2013), yaptiklar1 bu ¢alismayla bazi kekik (Origanum) genotiplerini
10 mikrosatelit markoriiyle analiz etmisler. Genetik karakterizasyon sonucunda benzerlik

oranini 0.040 bulmuslardir.

Lukas ve ark. (2013), Origanum bitkisi yiizyillardan beridir insanlar tarafindan
kullanilan ugucu yag agisindan oldukga zengin bir yapiya sahip bir bitkidir. Giiniimiizde O.
majorana (O.onites,O.dubium,0.majorana ve O.syriacum) tiiri en fazla kullanilan
tiirlerden biridir. Kekik ¢ok dnemli bir bitki olmasina ragmen bu tiirler arasindaki genetik
farkliliklar bilinmemektedir.Bu tiirlerin genetik olarak farkliliklarini belirlemek i¢in 5 adet
mikrosatelit Kullanilarak tiirler arasindaki taksonomiyi belirlemislerdir. Sonu¢ olarak
O.onites ve O.syriacum bitkileri arasinda daha uzak bir iliski oldugu tespit edilirken

O.dubium ve O.onites arasinda yakin bir iligski bulundugunu tespit etmislerdir.

Rustaeei ve ark. (2013), Thymus tiirlerinin arasindaki genetik iliskileri RAPD
markori ile incelenmislerdir. 27 kekik genotipi ve 16 RAPD markorii kullanilarak analiz
yapmiglar ve 264 polimorfik skorlanabilir bant elde etmislerdir. Bu Calismayla 6nemli
tibbi bir bitki olan kekigin RAPD markdrleriyle genetik cesitligin belirlenmesiyle genetik
materyal elde edilmesi ve yetistiricilerin daha sonraki islah programlarinda bunlari
kullanmasina olanak saglamistir. Bu c¢alismadan elde edilen sonuglar haritalama

popiilasyonlarinda ebeveyn olarak kullanilabilecegini bildirmislerdir.

Nateren ve ark. (2013), Meksika origanumu genellikle yabani popiilasyonlardan
hasat edilen aramotik bir bitkidir. Origanum hakkinda yapilan genetik ¢alismalar oldukg¢a
azdir. Ugugu yag bilesimi gevre kosullar1 ve genetik yapiya gore degisiklik gdstermektedir.
Yapilan bu ¢aligmayla farkli bolgelerden toplanan 14 farkli kekik genotipi AFLP markori
kullanarak analiz etmislerdir. Tarama sonucunda popiilasyon polimorfizm oranini % 60.9
olarak bulurken, genetik ¢esitliligin orta derecede oldugu, farkli ¢evre kosullarmin genetik
yapiy1 ¢ok fazla etkilemedigini, korelasyon analizi sonucuna gore genetik markorler ile

ucucu yag bilesimi arasinda bir baglanti oldugunu tespit etmislerdir.

Ince ve ark. (2014), kekik ilag ve kozmetikte oldukga fazla kullanilan 6nemli bir
bitki oldugu bilinmektedir. Basit sekans tekrarlari olarakta bilinen mikrosatelitler birgok

bitki tiirlinde oldukca fazla bir sekilde kullanilmaktadir. Bu ¢aligmayla farkli origanum



tirleri arasindaki filogenetik iligkiyi incelemek amaciyla mikrosatelit ve CAPS-
mikrosatelit markoriinii kullanarak taramislardir. Tarama sonucunda bu markorlerin
molekiiler calismalarda 06zellikle taksonomi arastirmalarinda rahatlikla kullanilabilir
markorler oldugunu belirleyerek bir sonraki islah ¢alismalarinda yararli olabilecegini

bildirmislerdir.

Bircok endemik bitki tiiriine gen merkezi konumundaki Ulkemizde bu tiirlerin
dogadan yok olmadan toplanip, karakterize edilerek islah programlarinin olusturulmasi
onem arz etmektedir. Bu c¢alismada Dogu Akdeniz bélgesinden toplanan bazi kekik
(Origanum spp.) tiirleri ve bu tiirlere ait farkli genotipleri genetik olarak karakterize etmek
amaciyla, tiirlerin ve bu tiirlere ait farkli lokasyonlardan toplanan genotiplerin genetik

farkliliklar1 belirlenmistir.



3. MATERYAL ve METOT

3.1. Materyal

3.1.1. Bitki materyali
Kahramanmaras Dogu Akdeniz Gegit Kusagr Tarimsal Arastirma enstiitiisiinden
daha onceden Kahramanmaras, Osmaniye, Hatay, Mersin ve Adana illerinden toplanmis

yabani kekik tiirleri ve genotipler bitki materyalini olusturmaktadir (Cizelge 3.1).

Cizelge 3.1. Calismada kullanilan kekik tiirleine dahil genotipler ve toplandiklari yerler

Kekik.NO TUR ADI BULUNDUGU YER
OS1 | Origanum syriacum Yayladag/Hatay
0S2 | Origanum syriacum Hatay
0S3 | Origanum syriacum Arsuz/Hatay
0S4 | Origanum syriacum Erzin/Hatay
OS5 | Origanum syriacum Zorkun/Osmaniye
0S6 | Origanum syriacum Zorkun/Osmaniye
0S7 | Origanum syriacum Andirin/Kahramanmaras
0S8 | Origanum syriacum Onikisubat/Kahramanmaras
0S9 | Origanum syriacum Tarsus/Mersin

OVH1 | Origanum vulgare sbp. hirtum Mersin-Tarsus- Giilek Yolu Camlik alan

OVH2 | Origanum vulgare sbp. hirtum Mersin-Tarsus- Giilek Yolu Camlik alan

OVH3 | Origanum vulgare sbp. hirtum Mersin-Tarsus- Giilek Yolu Camlik alan

OVH4 | Origanum vulgare sbp. hirtum Adana Feke Bahgecik

OVH5 | Origanum vulgare sbp. hirtum Adana Feke Bahgecik

OVH6 | Origanum vulgare sbp. hirtum Adana Feke Bahgecik

OVH7 | Origanum vulgare sbp. hirtum Kahramanmaras - Ahirdag- Bulanik kdyii

OVH8 | Origanum vulgare sbp. hirtum Kahramanmarag- Onikisubat- Kertmen koyii
OVH9 | Origanum vulgare sbp. hirtum Kahramanmarag- Onikigubat- Kertmen koyii
OVV1 |Origanum vulgare sbp. vulgare | Kahramanmaras- Goksun- Giiciiksu

OVV2 | Origanum vulgare sbp. vulgare | Kahramanmaras- Goksun- Giiciiksu

OVV3 | Origanum vulgare sbp. vulgare | Kahramanmaras Goksun- Ericek Haytalar

OVV4 | Origanum vulgare sbp. vulgare | Kahramanmaras Goksun- Ericek Haytalar

OVV5 | Origanum vulgare sbp. vulgare | Kahramanmarag Goksun- Biiyiikkizilcik kasabasi
OVV6 | Origanum vulgare sbp. vulgare | Kahramanmaras Goksun- Biiyiikkizilcik kasabast
OVV7 |Origanum vulgare sbp. vulgare | Kahramanmaras Goksun- Biiyiikkizilcik kasabasi

OM1 | Origanum majarona Mersin-Erdemli-Tomiik kasabasi kirsali
OM2 | Origanum majarona Mersin - Silifke -imaml1 kdyii yolu iizeri
OM3 | Origanum majarona Mersin- Silifke - Goksu vadisi

3.2. Metod

3.2.1. Yaprak orneklerinin alinmasi
Arazide bulunan (Sekil 3.1) kekik bitkilerine ait yaprak 6rnekleri alinarak iki defa saf
su ile yikanarak ( Sekil 3.2) kuru buz igerisinde (Sekil 3.3) laboratuvara getirilmis ve DNA

izolasyonu yapilana kadar -80 °C’de muhafaza edilmistir.
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Sekil 3.2. Kekik genotiplerinin toplanmasi ve yikanmasi
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Sekil 3.3. Kekik genotiplerinin araziden toplanarak,soguk zincir takip edilerek laboratuvara
getirilmesi

3.2.2. DNA izolasyonu ve konsantrasyonun belirlenmesi

Calismada kekik yapragi icin DNA izolasyon protokolii Bardak (2007) gore asagida
belirtildigi gibi yapilmustir. ilk olarak her bir bitkiden alinan 4-5 adet geng yaprak
havanlara koyulup, sivi azot ile iyice dgiitiilmiistiir. Ogiitiilen yaprak parcalar1 2 ml’lik
eppendorf tiiplere konulmustur (Sekil 3.4). Daha sonra tiiplerin igerisine 0.5 ml izolasyon
soliisyonu {0.1 M Tris-HCI (pH:8), 1 M NaCl, 0.02 M EDTA(pH:8), % 2 w/v CTAB, % 2
Polyvinyl-pyrrolidone-40, 1 mM 1,10-Phenanthroline monohydrate, % 0.2 P-
merchaptoethanol} ilave edilmistir. Tipler yavasca calkalanarak 65 °C sicakliktaki su
banyosunda 1 saat kadar bekletilmis ve su banyosundan alinan 6rneklerin tizerine 0.5 ml
chloroform:isoamyl alkol (24:1) eklenerek 12000 (rpm) devirde, +4 °C’de 10 dakika
santrifiij edilmistir. Santrifiijj sonunda tiiplin iist kismindaki sivi, yaprak parcalariyla
karigtirllmadan dikkatli bir seklide yeni tiiplere alinmistir. Yeni tiiplerin iizerine 0.5 ml
isopropanol eklendikten sonra 1 saat, -20 °C’de bekletilmistir. -20 °C’den alinan 6rnekler,
12000 devirde, +4 °C’de 10 dakika santrifiij edilmis ve DNA’larin tiiplerin dibine
cokelmesi saglanarak sivi kisim uzaklastirilmistir (Sekil 3.5). Uzaklastirma isleminden
sonra, 0.5 ml % 70 etanol eklenerek 13000 devir de, +4 °C’de 2 dakika santrifiij edilmis ve
daha sonra sivi kisim uzaklastirilmistir. %70’lik etanol isleminden sonra, 0.5 ml % 96 ‘lik
etanol eklenerek 13000 devirde, +4 °C’de 2 dakika santrifiij yapilarak DNA’lar
temizlenmis ve kurumaya birakilmistir. Son olarak, kuruyan DNA’lara, 300 pl Tris-EDTA
solisyonu {10 mM Tris (pH:8), 1 mM EDTA (pH:8), 1 M NaCl} eklenerek DNA

izolasyonu tamamlanmustir.
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Sekil 3.4. Kekik genotipinin havanda s1v1 azotla ezilmesi

Sekil 3.5. DNA izolasyonu sonucu pelet olusumu

Izole edilen DNA’lar % 1’lik agaroz jel ile goriintiilenmistir (Sekil 3.6). Daha sonra
ornekler, Nanodrop spektrofotometre (Thermo Nanadrop 2000 spektrofotometre) ile DNA
konsantrasyonlar1 ve izolasyon safliklar1 belirlenmistir. Sonraki uygulayacagimiz markor
caligmalar1 icin DNA konsantrasyonlart 25 ng/ul olacak sekilde seyreltme yapilmistir.

Seyreltilen DNA’lar ile markor taramasina gegilmistir.
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Sekil 3.6. Genomik DNA goriintiileri Markor taramalari

Calismada ISSR ve SRAP markérleri kullanilmis olup, markér taramalarinda 10
adet ISSR ve 15 adet SRAP markorii olmak {izere toplam 25 adet markor kullanilmigtir
(Cizelge 3.2). Calisilan SRAP primer kombinasyonlar1 Saebnazar ve Rahmani. (2013)’den
yararlanilarak ve rastgele segilerek olusturulmustur. ISSR primerleri , Zietkiewicz ve ark.

(1994)’e gore yapilmustir.

Cizelge 3.2. PCR’da kullanilan SRAP ve ISSR primerleri ve Niikleotit dizilimler

No Primerler Niikleotit Dizilimi (EM/ME- 3°-5)
1 EM1/ME11 GACTGCGTACGAATTAAT/TGAGTCCAAACCGGGTA’
2 EM15/ME11 GACTGCGTACGAATTGA-TGAGTCCAAACCGGGTA’
3 EM3/ME11 GACTGCGTACGAATTGAC / TGAGTCCAAACCGGGTA
4 EM17/ME11 GACTGCGTACGAATTATG / TGAGTCCAAACCGGGTA
5 EM2/ME11 GACTGCGTACGAATTTGC / TGAGTCCAAACCGGGTA
6 EM3/ME2 GACTGCGTACGAATTGAC / TGAGTCCAAACCGGAGC
a 7 EM15/ME2 GACTGCGTACGAATTGAT / TGAGTCCAAACCGGAGC
§ 8 EM5/ME2 GACTGCGTACGAATTAAC / TGAGTCCAAACCGGAGC
» 9 EM7/ME2 GACTGCGTACGAATTCAA / TGAGTCCAAACCGGAGC
10  EM8/ME2 GACTGCGTACGAATTCAC / TGAGTCCAAACCGGAGC
11  EMI12/ME2 GACTGCGTACGAATTCTC / TGAGTCCAAACCGGAGC
12 EMI13/ME2 GACTGCGTACGAATTCTG / TGAGTCCAAACCGGAGC
13  EMI13/ME11 GACTGCGTACGAATTCTG / TGAGTCCAAACCGGGTA
14  EMS3/ME1 GACTGCGTACGAATTGAC / TGAGTCCAAACCGGATA
15  EMS5/ME1L GACTGCGTACGAATTAAC / TGAGTCCAAACCGGATA
16 ISSR6 ACACACACACACACGT
17 ISSR8 ACACACACACACACACCC
18 ISSR12 GAGAGAGAGAGAGAGAGAC
19  ISSR13 ACACACACACACACACC
20 ISSR11 GAGAGAGAGAGAGAGATC
v 21 ISSR1 CACACACACACAA
22 ISSR2 CTCTCTCTCTCTCTCTG
23 ISSR14 ATGATGATGATGATGATG
24 ISSR4 CACACACACACAGC
25 ISSR7 ACACACACACACACACCG
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3.22.1. SRAP analizleri

PCR reaksiyonu ig¢in, 200 ul hacminde 96’lik PCR tiiplerine; 1 pul ANTP (5mM)
(Vivantis), 2 ul 10x PCR soliisyonu, 1.5ul MgCI, (25mM), SRAP marker (1 pl (10 pmol)
F ve 1 pl (10 pmol) R), 2 ul genomik DNA (25 ng), 11 pl dH,O, 0.5 pl DNA Taq
polimeraz (vivantis) olacak sekilde toplam 20 pl soliisyon hazirlanmistir. PCR cihazi
94°C'de 5 dak., 1 dongii, 35 dongii (94 °C'de 1 dk., 50 °C'de 30 sn. ve 72 °C'de 1 dk.), 72

°C'de 10 da. ve 4 °C'de o seklinde programlanarak markor ¢ogaltmalar1 yapilmustir.

3.2.2.2. ISSR analizleri

PCR reaksiyonu ig¢in, 200 ul hacminde 96’lik PCR tiiplerine; 1 pul ANTP (5mM)
(Vivantis), 2 ul 10x PCR soliisyonu, 1.5u1 MgCI, (25mM), 1 ul ISSR primeri (10 pmol),
2 pl genomik DNA (25 ng), 12 pl dH>O, 0.5 pul DNA Taq polimeraz (vivantis) olacak
sekilde toplam 20 pl soliisyon hazirlanmistir. PCR cihaz1 1 dongii (94°C'de 2 dk.), 35
dongii(94 °C'de 1 dk., 50 °C'de 30 sn. ve 72 °C'de 1 dk.), 72 °C'de 7 dk. ve 4 °C'de

seklinde programlanarak markdr ¢cogaltmalar1 yapilmistir.

3.2.3. PCRiiriinlerinin elektroforez islemi ve DNA bantlarimin elde edilmesi

Elde ettigimiz PCR iiriinlerinin, QIAxcel fragment analiz cihazinda DNA’lar
boyutlarina gore ayristirilarak goriintileri alimmistir (Sekil 3.7). DNA elektroforezinde
QIAxcel DNA High Resolution Kit (1200) kullanilmistr.

o] AL A2 A3 M A5 A6 A8 A9 A0 B2 B3 B4 BS B6 B7 B8 B0 Bl O Q@ G G G 7 B O 0 Ccii [

Sekil 3.7 ISSR 1 primerinin ¢ogalttig1 bantlar
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Sekil 3.8 SRAP EM17ME11 primer kombinasyonunun ¢ogalttig1 bantlar

3.2.3.1. DNA bantlarinin skorlanmasi

28 adet kekik genotipinin QIAxcel fragment analiz cihazinda yapilan analiz
sonucuna gore okuma araligi 100 baz ¢ifti ile 1500 baz ¢ifti arasinda secilmistir. DNA
bantlar1 genotipler arasinda karsilastirilarak ayni biiyiikliikte bulunan bantlar benzer lokus
olarak degerlendirilip “1”, farkli biiyiikliikkte bulunanlar 0 olarak kodlanmistir (Igbal ve
ark., 1997; Zhang ve ark., 2005; Gutierrez ve ark., 2002; Abdalla ve ark., 2001; Senior ve
ark., 1998; Rahman ve ark., 2002; Rana ve Bhat, 2005; Tabar ve ark., 2004). Elde edilen
biitiin bantlar ikili degisken seklinde (1 ve 0) degerlendirilmistir.

3.2.4. Verianalizi

Calismada kullanilan primerlerin polimorfizm bilgi igerikleri (PIC, Polymorphism
Information Content) Laborda ve ark. (2005)’na gore asagidaki formiilden faydalanilarak
Exel’de hesaplanmistir. Buna gore, oncelikle polimorfik bantlarda toplam var (1) ve yok
(0) olan bantlarin sayilari hesaplanip daha sonra bu bantlarin ayri ayr1 frekanslar

hesaplanmistir. Formiile gore fi, 1 bandinin frekansidir.

PIC=1- ) (fi)?

POPGENE32 versiyon 1.32 (Population Genetic Analysis) paket programi
kullanilarak genetik mesafe (Genetic Distance), Nei (1972) ‘e gore belirlenmistir. Genetik
mesafe verileriyle filogenetik aga¢ “Unwieghted Pair Grup of Aritmetic Means”
(UPGMA) yontemine gore MEGA 7 (Molecular Evolutionary Genetics Analysis) paket

programinda elde edilmistir.
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Kiimeleme analizi STRUCTURE 3.4 paket programi kullanilarak yapilmistir. ideal
grup sayisini belirlemek amaciyla, her bir K degeri i¢in 15 bagimsiz simiilasyon ile K
degerleri 1’den 15’e¢ kadar calistirilmistir. Ayrica permiitasyon modiilii, 10.000-100000
araliginda segcilip, her bir K degeri i¢in 5 tekrar yapilarak, grup sayisimi belirlemede temel
faktor olan uygun Delta K degeri hesaplanmistir. Analiz sonuglar1 zip dosyasinda arsiv
olusturulmus ve bu dosya Structure harvaster web sayfasina yiiklenerek AK degeri

belirlenmistir.
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4. BULGULAR ve TARTISMA

4.1. Kullanilan Markorlerin Polimorfizm Bilgi I¢erikleri (PIC) ve Allel Sayilari

Calismada yer alan 28 adet kekik genotipi arasindaki genetik farklilik, SRAP ve
ISSR markorleri ile analiz edilmistir. Toplam 15 adet SRAP primer ¢ifti ve 10 adet ISSR
primeri 28 kekik genotipinde taranarak, toplamda 138 bant ede edilirken elde edilen
bantlarin 131 tanesinin polimorfik bant oldugu goézlenmistir. Calismada kullanilan
primerlerin hepsi polimorfik 6zellik gostermekle beraber ortalama polimorfizm degeri %
94.93’ diir. En fazla allel iireten primer kombinasyonu 14 bant ile EM17-ME11 olurken,
ortalama allel sayis1 4.93 olarak bulunmustur. Polimorfizm bilgi igerigi (PIC) 0.04 ile 0.99
arasinda degismis olup, ortalama PIC degeri 0.53 olarak belirlenmistir (Cizelge 4.1).

Ayanoglu (2006), AFLP markori ile 44 kekik genotipini taramistir. Analiz
sonucunda toplam 365 bant elde ederken elde ettigi bantlardan 294 tanesinin polimorfik
bant oldugunu tespit etmistir. Sunar ve ark. (2008), 15 kekik arasindaki fenotipik ve
genetik varyasyonu inceleyerek 20 adet RAPD markorii ile genotipleri taramis ve 7 adet
markor polimorfizm gostermistir. Akeel ve ark. (2009), yaptiklari galigmayla O.syriacum
ve O.majorana popiilasyonundaki 14 yabani kekik genotiplerini 48 adet RAPD primeriyle
taramiglardir. Analiz sonucunda 1359 adet skorlanabilir bant elde ettiklerini bildirmis ve
bunlardan sadece 136 tanesinin polimorfik oldugunu tespit etmislerdir. Khalil ve Li.
(2012), Suriyeden toplanan bazi kekik genotiplerini 27 adet RAPD markoriiyle ile taramig
ve tarama sonucunda toplam 198 bant elde etmislerdir. Polimorfizm oran1 % 90.91 olarak
belirlemislerdir. Nateren ve ark. (2013), 14 farkli kekik genotipi AFLP markori ile
yaptiklari taramada polimorfizm oranini % 60.9 olarak belirlemislerdir. Bu bilgiler 1g1ginda
yapmis oldugumuz ¢aligma Khalil ve Li. (2012) ile ortiismekte, Nateren ve ark. (2013)’na
gore yiiksek olarak belirlenmistir. Bizim belirlemis oldugumuz polimorfizm oraninin
yiiksek ¢ikmas1 kullandigimiz genotip sayisinin fazla ve kullanilan markor tekniginin farklh

olmasindan kaynaklanabilir.
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Cizelge 4.1. Kullanilan SRAP ve ISSR primerlerinin allel sayilar1 ve polimorfizm bilgi
icerigi (PIC) degerleri

No Primerler Niikleotit Dizilimi (EM/ME- 3°-5") Allel PIC
Sayisi
1 EM1/ME11 GACTGCGTACGAATTAAT/TGAGTCCAAACCGGGTA 4 0.7
2 EM15/ME11 GACTGCGTACGAATTGA/TGAGTCCAAACCGGGTA 9 0.91
3 EM3/ME11 GACTGCGTACGAATTGAC/TGAGTCCAAACCGGGTA 10 0.99
4 EM17/ME11 GACTGCGTACGAATTATG/TGAGTCCAAACCGGGTA 14 0.7
5 EM2/ME11 GACTGCGTACGAATTTGC/TGAGTCCAAACCGGGTA 5 0.22
6 EM3/ME2 GACTGCGTACGAATTGAC/TGAGTCCAAACCGGAGC 4 0.59
7 EM15/ME2 GACTGCGTACGAATTGAT/TGAGTCCAAACCGGAGC 6 0.85
8 EM5/ME2  GACTGCGTACGAATTAAC/TGAGTCCAAACCGGAGC 2 0.04
9 EM7/ME2  GACTGCGTACGAATTCAA/TGAGTCCAAACCGGAGC 3 0.16
10 EM8/ME2 GACTGCGTACGAATTCAC/TGAGTCCAAACCGGAGC 2 0.43
11 EM12/ME2 GACTGCGTACGAATTCTC/TGAGTCCAAACCGGAGC 13 0.9
12 EM13/ME2 GACTGCGTACGAATTCTG/TGAGTCCAAACCGGAGC 2 0.53
13 EM13/ME11 GACTGCGTACGAATTCTG/TGAGTCCAAACCGGGTA 2 0.38
14 EM3/MEL  GACTGCGTACGAATTGAC/TGAGTCCAAACCGGATA 1 0.2
15 EM3/MELL GACTGCGTACGAATTGAC/TGAGTCCAAACCGGATA 1 0.14
16 EM5/MEL  GACTGCGTACGAATTAAC/TGAGTCCAAACCGGATA 5 0.24
17 ISSR6 ACACACACACACACGT 5 0.57
18 ISSR8 ACACACACACACACACCC 2 0.14
19 ISSR8L ACACACACACACACACCC 1 0.41
20 ISSR12 GAGAGAGAGAGAGAGAGAC 1 0.32
21 ISSR12L GAGAGAGAGAGAGAGAGAC 4 0.11
22 ISSR13 ACACACACACACACACC 6 0.51
23 ISSR11 GAGAGAGAGAGAGAGATC 2 0.27
24 ISSR1 CACACACACACAA 11 0.98
25 ISSR2 CTCTCTCTCTCTCTCTG 6 0.98
26 ISSR14 ATGATGATGATGATGATG 4 0.71
27 ISSR4 CACACACACACAGC 6 0.95
28 ISSR7 ACACACACACACACACCG 7 0.9

*Markorler birden fazla lokusta goriildiigiinden ikinci lokusta goriilen markdrle ‘L’ ile belirtilmistir. PIC:
polimorfizm bilgi icerigi.

4.2.  Genotipler Arasindaki Genetik Benzerliklerin Degerlendirilmesi

Genetik benzerlik, (Nei 1972)’ye gore belirlenmis ve genotipler arasindaki
benzerlik katsayisi yiizde (%) olarak hesaplanmistir (Cizelge 4.2). Cizelge incelendiginde,
tiim genotipler arasinda en fazla genetik farklilik % 74 ile OVV2 (O. vulgare sbp. hirtum) ve
OVV5 (O. vulgare sbp hirtum)tiirleri arasinda, en az genetik farklilik ise % 13 ile
0S2,0S3 ve 0S4 (O. syriacum) genotipleri arasinda gozlenmistir. Kekik genotipleri

arasindaki ortalama genetik farklilik degeri % 48 olarak bulunmustur.

19



Kekik tiirleri arasindaki genetik benzerligi Ayanoglu (2006) 0.396 -0.725 arasinda,
Sunar ve ark. (2008) 077 - 0.867 arasinda, Tonk ve ark. (2010) 0.49 - 0.73 arasinda
bulmuslardir. Bu sonuglar ile bizim belirledigimiz sonuglarin ortiistiigii goriilmektedir.
Genetik benzerlik oranini, Looy ve ark. (2009) 0.24, Helsen ve ark. (2013) 0.040 olarak
bulmuslardir. Bu sonuglarin bizim belirlemis oldugumuz sonuclardan farkli oldugu,
genetik farkliligin daha yiiksek oldugu goriilmektedir. Bu farkliligin kullanilan tiirlerin

farkli olmasindan kaynaklandig diistiniilmektedir.
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Cizelge 4.2.

Genotipler arasindaki genetik farklilik

— (o} ™ < Yo} © ~ © (o2} - N ™ < e} © N~ - ~ .
gl 2| 8] 3| 8 8 & 8] 3| 3| 3| 3333333222333 3|58
ol ol 6|l 6l ol ol ol o]l o]l o]l o]l o]l ol ol ol o]l o]l ol ol o]l ol o]l o] o] ©] o] o]0

0S1

0S2 [0.23

0S3 |0.31]0.13

0S4 10.25|0.13|0.16

OS5 ]0.3110.24]0.21 |0.16

0S6 0.380.25]0.29 | 0.22 | 0.20

OS7 |0.28|0.23 0.27|10.18 |0.18 | 0.23

0S8 10.35|0.33|0.32|0.26 |0.25|0.29 | 0.15

0S9 10.30(0.230.24]0.25|0.17 |0.28 |0.17 | 0.27

OVH1|0.71]0.55|0.53 |0.61]0.61 |0.62 | 0.57 | 0.56 | 0.55

OVH2|0.45]0.340.35]0.3310.39/0.430.41 |0.44]0.34 |0.52

OVH3|0.60 |0.52 |0.48 | 0.48 | 0.58 | 0.57 | 0.68 | 0.56 | 0.57 | 0.41 | 0.50

OVH4 |0.65 | 0.62 | 0.56 | 0.66 | 0.56 | 0.57 | 0.65 | 0.58 | 0.55 | 0.41 | 0.57 | 0.45

OVH5|0.58 | 0.61 | 0.57 | 0.55 | 0.60 | 0.56 | 0.53 | 0.57 | 0.48 | 0.53 | 0.44 | 0.46 | 0.44

OVH6|0.68 | 0.60 | 0.58 |0.51 | 0.51 | 0.55 |0.62 | 0.56 | 0.52 | 0.43 | 0.52 | 0.38 | 0.50 | 0.44

OVH7]0.61|0.53 |0.47 |0.4710.47 |0.53 0.48 |0.45)0.48 |0.48 |0.61|0.31]0.53|0.38|0.33

OVH8|0.61 |0.53 | 0.47 |0.52 |0.41|/0.44 10.48 10.55]0.3710.64 |0.56 |0.58 | 0.44 | 0.47 | 0.39 | 0.45

OVH9|0.57 | 0.50 | 0.42 |0.51 |0.46 |0.45|0.550.53]0.50]0.470.60 |0.41|0.32 |0.56 |0.5210.48 |0.42

OVV1|0.53 |0.61 | 0.55 | 0.62 | 0.57 | 0.56 | 0.69 | 0.68 | 0.53 | 0.48 | 0.53 | 0.51 | 0.37 | 0.47 | 0.58 | 0.52 | 0.43 | 0.37

OVVv2|0.710.60 |0.53 |0.61]0.58 | 0.55 | 0.57 |0.53 | 0.57 | 0.28 | 0.52 | 0.50 | 0.47 | 0.64 | 0.57 | 0.53 | 0.64 | 0.45 | 0.46

OVV3|0.6410.46 |0.45]0.4710.45/0.48 |0.48 |0.50 | 0.46 | 0.56 | 0.29 |0.48 | 0.58 | 0.52 | 0.51 | 0.55 | 0.57 | 0.61 | 0.71 | 0.56

OVV4]0.56 |0.48 |0.50 |0.47 |0.45|0.4210.51]10.45]0.460.370.51]0.390.310.50|0.4210.41]0.55|0.35]0.47 {0.33 | 0.45

OVV5|0.62 | 0.57 |0.53 |0.56 | 0.46 | 0.36 | 0.550.46 | 0.47 |1 0.87 | 0.50 | 0.62 | 0.60 | 0.46 | 0.52 ] 0.69 ] 0.39 | 0.57 | 0.58 | 0.74 | 0.53 | 0.58

OVV6 |0.61 | 0.58 | 0.55 |0.45 |0.43 |0.51 |0.4410.50|0.42 | 0.58 | 0.56 | 0.51 | 0.69 [ 0.55 | 0.48 | 0.52 | 0.52 | 0.61 | 0.68 | 0.53 | 0.45 | 0.47 | 0.53
OVV7]0.51)0.46 |0.50 |0.410.50 |0.39 |0.39 |0.470.48 |0.64 |0.61|0.48 |0.66 |0.52 |0.61 |0.41]0.57 | 0.58 | 0.65|0.72 | 0.45 | 0.52 | 0.56 | 0.32

OM1 |0.46|0.46 |0.43|0.38|0.38 |0.44 |0.44 |0.45)0.46 |0.61 |0.42 |0.420.61 |0.60 |0.51 |0.50 | 0.47 | 0.44 | 0.47 |0.58 | 0.45 | 0.55 | 0.56 | 0.43 | 0.34
OM2 [0.55]0.45|0.42|0.37 0.35/0.38 /0.30|0.37]10.3210.55|0.45]0.50 |0.62 |0.51 |0.4110.480.420.62|0.72 0.55 |0.35|0.48 |0.50 |0.37 |0.39 | 0.31
OM3 [0.52 |0.55|0.48 |0.48 |0.37 |0.50 |0.43|0.35]|0.43]|0.71|0.45|0.45|0.55|0.61|0.410.460.37|0.50|0.58 | 0.62 | 0.46 | 0.51 | 0.43 | 0.46 | 0.58 | 0.22 | 0.28
0OS:Origanum  syriacum,  OVH:Origanum  vulgare  sbp  hirtum, OVV: Origanum vulgare sbp vulgare, OM: Origanum  majarona
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4.3. Genotiplere gore olusturulmus filogenetik aga¢

28 adet kekik genotipleri 15 adet SRAP ve 10 adet ISSR markorleri ile tarandiktan
sonra elde edilen veriler UPGMA (Unweighed Pair Group Method of Aritmetic Averages)
yontemi kullanilarak Nei (1972)’nin genetik mesafe matriksine gore filogenetik agac
olusturulmustur (Sekil 4.1). Yapilan analiz sonucunda olusturulan filogenetik agac iki ana
gruba ayrildigi, Origanum syriacum’a dahil genotiplerin birlikte kiimelendigi, yine O.
majarona tiirlerine ait genotiplerin birlikte kiimelendigi goriilirken O. vulgare alt tiirleri

karisik olarak kiimelenmislerdir.

0S5
_| 0s9
0s7
—iy &
0Ss3

0s2

La Y
0s6

0Os1
om2

omM1

OomM3
OVH2
OovVv3

| OVV6
' owv7

OVH8

owV5

| | OVH3
' OVH7

OVH6
OVH5

OVH1
Oovv2
ovvi
] OVH9

OVH4
_% ovv4

Il Il Il Il Il |
T T T T T 1
0.25 0.20 0.15 0.10 0.05 0.00

Sekil 4.1.Genotiplere gore olusturulmus Filogenetik aga¢
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4.4. Popiilasyonun genetik yapi analizi

Calisilan genotipler igerisinde optimum genetik grup sayisim1 belirlemek ig¢in
Bayesian yontemini model alan STRUCTURE 2.3.4 yazilimi kullanilarak, dominant
genotipik verilere dayali 28 adet kekik genotipinin kiimeleme analizi yapilmistir (Pritchard
ve ark. 2000). Ideal grup sayismni belirlemek amaciyla, her bir K degeri i¢in 15 bagimsiz
simiilasyon ile K degerleri 1’den 15’e kadar ¢alistirllmistir. Ayrica permiitasyon modiili,
10.000-100.000 araliginda segcilip, her bir K degeri i¢in 5 tekrar yapilarak, grup sayisini
belirlemede temel faktér olan uygun Delta K degeri hesaplanmistir. Cikan sonuglar, zip
dosyast seklinde depolanarak “Structure Harvester” programina yiiklenmis ve ideal K
degeri 3 olarak bulunmustur (http://taylor0.biology.ucla.edu/structureHarvester/) (Sekil
4.2).

Deltak = mean(|L"(K}|) / sd({L(K))

100 |

Delta K

20

20 25 30 35 20

Sekil 4.2. STRUCTURE programindan elde edilen ideal K degeri hesaplama grafigi
(K=3 bulunmustur.)

Ideal K degeri 3 olarak hesaplanan analiz sonucunda Sekil 4.2° deki yapisal
diyagram elde edilmistir. STRUCTURE 2.3.4 programinda tekrardan 3 grup i¢in analiz
yapilmis ve Sekil 4.3’teki gibi genetik yapi analiz grafigi elde edilmistir. K degerine
bakildiginda kiimeler arasinda 6nemli derecede karisim meydana geldigi gozlenmistir

(Sekil 4.3).
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Sekil 4.3 incelendiginde kirmizi, yesil ve maviyle gosterilen 3 grubun elde edildigi
goriilmektedir. Buradan genetik olarak 3 farkli grubun olustugu sdylenebilir. Yesil renk
alan grup O. syriacum tiiriine dahil genotiplerden olustugu, mavi renk alan grup ise O.
vulgare tiiriine ait genotipler olusturmaktadir. Kirmizi renk alan grup ise O. majanora ve
O. vulgare tiirlerinden genotipler oldugu goriilmektedir. Sonug olarak olusturulacak islah
programlarinda zit renkte yer alan tiirlerin ebeveyn olarak secilmesi islah basarisini

arttiracagi sOylenebilir.
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0.00
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Sekil 4.3 Kekik genotiplerinin STRUCTURE programut ile kiimeleme analizi
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5. SONUC ve ONERILER

Yapilan bu calismayla Dogu Akdeniz Bdlgesinden toplanan 28 kekik genotipi
materyal olarak kullanilarak, bu genotiplerin birbirine olan genetik akrabalik durumlari
degerlendirilmistir. Calismada 15 adet SRAP markér kombinasyonu ve 10 adet ISSR

primeri kullanilarak genotiplerin genetik farkliliklart degerlendirilmistir.

Calismada kullanilan primerlerin hepsi polimorfik 6zellik gostermekle beraber
ortalama polimorfizm degeri % 94.93 olurken, toplam da 138 bant elde edilmis ve elde
edilen bantlardan 131 tanesinin polimorfik bant oldugu belirlenmistir. En fazla allel tireten
primer kombinasyonu 14 bant ile EM17-ME11 olurken, ortalama allel sayis1 4.93 olarak
bulunmustur. Polimorfizm bilgi igerigi (PIC) 0.04 ile 0.99 arasinda degismis olup,
ortalama PIC degeri 0.53 olarak belirlenmistir. Tiim genotipler arasinda en fazla genetik
farklilik % 74 ile OV V2 (O. vulgare sbp. hirtum) ve OVV5 (O. vulgare sbp hirtum)tiirleri
arasinda, en az genetik farklilik ise % 13 ile 0S2,0S3 ve OS4 (O. syriacum) genotipleri
arasinda gozlenmistir. Kekik genotipleri arasindaki ortalama genetik farklilik degeri % 48

olarak bulunmustur.

Nei (1972)’nin genetik mesafe matriksine gore filogenetik aga¢ olusturulmus ve
yapilan analiz sonucunda olusturulan filogenetik agag ilk olarak 2 ana gruba ayrilmistir.
Origanum syriacum’a dahil genotiplerin birlikte kiimelendigi, yine O. majarona tiirlerine
ait genotiplerin birlikte kiimelendigi goriilirken O. vulgare sbp hirtum ile O. vulgare sbp
vulgare tiirlerine ait genotipler karisik olarak kiimelenmislerdir.

Structure analizi sonucunda tiirler genetik olarak 3 gruba ayrilmis ve olusturulacak
1slah programlarinda ytliksek genetik farklilik gdsteren tiirlerin ebeveyn olarak segilmesi
1slah basarisini arttiracaktir. Ayrica kullanilan SRAP ve ISSR markor teknigi dogadan
toplanacak  materyallerlerin  genetik  karakterizasyonunda  giivenli  bir  sekilde

kullanilabilecegi kanisina varilmistir.
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