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OZET

VAN ILINDE BULUNAN Cuscuta approximata BAB.’NIN MOLEKULER
TANISININ YAPILMASI

ANLAYIS, Bernur
Yiksek Lisans Tezi, Bitki Koruma Anabilim Dali
Danisman: Prof. Dr. {lhan KAYA TEKBUDAK
Ocak 2024, 43 sayfa

Cuscuta approximata Bab. (yonca kiiskiitii) Tiirkiye’de yogun olarak bulunmakta
ve ozellikle yonca iiretim alanlarinda ciddi ekonomik kayiplara sebep olmaktadir.

Bu ¢alismada, Van ilinde 7 farkli bolgeden biriktirilen C. approximata’ya ait
toplamda 19 popiilasyon Orneginin molekiiler tanilamasi yapilmistir. Calismada
orneklerden izole edilen genomik DNA’lardan ITS bdlgelerinin ¢ogaltilmasi amaciyla
evrensel ITS4 ve ITSS primerleri kullanilmistir. Bu primerler yardimiyla, rDNA’da yer
alan ITS1, 5,8S ve ITS2 bolgeleri PCR yoluyla ¢ogaltilmistir. DNA dizilimi yapilan C.
approximata tiirtiniin genom bilgileri farkli programlar (Geneious Software, CLC Main
Workbench) kullanilarak analiz edilmistir. Bu sonuglar ile Cuscuta approximata’nin Van
ilinde varlig1 tespit edilmistir. Biyoinformatik analizler sonucunda ise Van ilinden
toplanan orneklerin kendi iginde ve gen bankasinda yer alan diger izolatlar ile %97’den
fazla benzerlik olusturdugu tespit edilmistir. Orneklerimizin filogenetik iliskileri
degerlendirildiginde birbirleri ile yakin iliskili oldugu goériilmiistir. C. approximata
orneklerinden elde edilen DNA dizileri Gen Bankasi'na (NCBI) kaydedilerek diinyadaki
diger arastirmacilarin kullanimina sunulmustur.

Calismada, nrDNA ITS bolgesi uzunlugunun 682-716bp arasinda oldugu
belirlenmistir. Popiilasyonlarda, 6rnek toplanan alanlar arasinda genetik farklilagma
oldugu tespit edilmistir. Sonu¢ olarak; Van ilinde farkli alanlardan biriktirilen C.
approximata adli tiiriin molekiiler olarak tanilanmasi, tarimsal alanlardaki etkisini
azaltmak i¢in bazi miicadele yontemlerinin gelistirilmesine katki saglayacaktir.

Anahtar kelimeler: Cuscuta approximata bab., ITS, Molekiiler tanilama






ABSTRACT

MOLECULAR DIAGNOSIS OF Cuscuta approximata BAB. FOUND IN VAN
PROVINCE

ANLAYIS, Bernur
M.Sc. Thesis, Department of Plant Protection
Supervisor: Prof. Dr. Ilhan KAYA TEKBUDAK
January 2024, 43 pages

Cuscuta approximata Bab. (alfalfa dodder) is abundant in Turkey and causes
serious economic losses, especially in alfalfa production areas.

In this study, molecular identification of a total of 19 population samples of C.
approximata collected from 7 different regions in Van province was performed. In the
study, universal ITS4 and ITS5 primers were used to amplify ITS regions from genomic
DNA:s isolated from samples. With the help of these primers, the ITS1, 5,85 and ITS2
regions in the rDNA were amplified by PCR. Genome information of the C. approximata
species, whose DNA was sequenced, was analyzed using different programs (Geneious
Software, CLC Main Workbench). With these results, the presence of C. approximata in
Van province was determined. As a result of bioinformatic analysis, it was determined
that the samples collected from Van province had more than 97% similarity within
themselves and with other isolates in the gene bank. When the phylogenetic relationships
of our samples were evaluated, it was seen that they were closely related to each other.
The DNA sequences obtained from C. approximata samples were registered in the
National Center for Biotechnology Information (NCBI) Gene Bank and made available
to all researchers around the world.

In this study, it was determined that the length of the nrDNA ITS region varied
between 682 and 716 bp base pairs. It has been determined that there is genetic
differentiation between the areas where samples were collected in the populations. In
conclusion, molecular identification of the species C. approximata collected from
different areas in Van province will contribute to the development of some control
methods to reduce its impact on agricultural areas.

Keywords: Cuscuta approximata bab., ITS, Molecular diagnostics
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1. GIRIS

Cuscuta L. cinsi Convolvulaceae familyasinda yer almaktadir (Yuncker, 1932;
Kuijt, 1969; Parker ve Riches, 1993; Liao vd., 2000).

Diinya capinda parazit bitkiler arasinda tarim iriinlerine verdigi ekonomik
kayiplar acisindan Cuscuta, Striga ve Orobanche'den sonra gelmektedir. Bu cinsin 16 tiirii
istilact olup, diinya c¢apinda ¢ok sayida tarim iirliniinde verim kayiplarina neden
olmaktadir (Parker ve Riches 1993; Dawson vd., 1994; Costea ve Tardif, 2006).

Sistematik acidan Cuscuta cinsi, sorunlu parazit gruplarindan biri olarak kabul
edilir. Bu cinse iliskin son detayli calismalar 90 yil once Yuncker tarafindan
gerceklestirilmistir (Yuncker, 1932). Engelmann (1859)’dan sonra Yuncker (1932)
Cuscuta cinsini ti¢ alt cins (Cuscuta, Grammica ve Monogynella) seklinde
gruplandirmistir (Garcia ve Martin, 2007).

Anavatant Akdeniz ve Orta Asya olan ve ilk defa Babington tarafindan
tanimlanan (Yuncker, 1932, Nemli vd., 2010) yonca kiiskiitiiniin (Cuscuta approximata
Bab.) sistematikteki yeri su sekildedir (Davis, 1978; Ulug vd., 1993; Se¢men vd., 2008);

Boliim: Magnoliophyta (Angiospermae)

Altboliim: Spermatophyta

Smif: Magnoliopsida (Dicotyledonae)

Altsinif: Asteridae

Takim: Solanales

Familya: Cuscutaceae

Cins: Cuscuta L.

Tiir: Cuscuta approximata Bab.

Kiiskiit tohumunun toprakta kalma siiresi olduk¢a uzun oldugundan kontrolii
zordur. Parazit olarak yasadigi icin kiiltiir bitkilerinin gelisiminin zayiflamasina,
durmasina, hatta Olmesine sebep olur. Parazitledigi c¢evreleyerek giineslenme,
havalandirma, gelisim ve biiylime gibi faaliyetlerini engeller.

Kiiskiit bitkisi genellikle 3.000 ile 25.000 arasinda tohum igerir ve olgunlasan
tohumlarin bazilar1 yere diiserek ¢cimlenir. Bu cinse ait tiirlerin birgogu ¢imlenme giiciinii
kaybetmeden toprak yilizeyinde 5-15 yil kadar hareketsiz kalir ve uygun kosullar

saglandiginda ¢imlenir. Kiiskiit tohumlari optimum 15 ila 38 °C arasindaki sicakliklarda



¢imlenir (Hutchisan ve Ashton, 1979). Cimlenip toprak yiizeyine ¢ikan tohumlar temel
kok salarak toprak yiizeyinde siirgiin olusturur ve siirgiin ¢evresindeki bitkiye temas
ederek konukgu bitki ile kaynasir, emeglerini bitkinin gévdesine daldirir, daha sonra kok
kaybolur ve kiiskiit konukg¢u bitki gévdesinden beslenerek gelisimine devam eder. Bu
bitki tutundugu kiiltiir bitkisini zayiflatarak 6nemli diizeyde iiriiniin verim ve kalitesinin
diismesine neden olur (Uygur, 1991). Kiiskiitiin uzantilar1 topraktan ¢iktiginda konukgu
bir bitki ile baglant1 kuramazsa, 1-5 hafta siiresince toprakta canli fakat hareketsiz kalir
ve sonra Oliirler. Kiiskiit diastaz enzimi salgilayarak etrafin1 sardigi bitkide nisastanin
pargalanmasina sebep olur (Kadioglu, 1992). Bununla birlikte Cuscuta cinsine ait bazi
tiirler baz1 viriis tiirlerinin saglikli bitkilere tasinmasinda gorev alirlar (Cali vd., 1993).

Yabanci otlarla miicadelenin ilk adimi bu bitkilerin teshislerinin dogru
yapilmasidir. Yabanci otlarin genc gelisme donemleri miicadele yontemlerine en duyarl
oldugu dénemdedir. Bu sebeple yabanci otlar1 gelisimlerinin ilk agsamasinda tanimak,
kontrol yontemlerinin segilmesine destek olur (Carey vd., 1993).

Kiiltiir bitkilerinin verimini arttirmanin bir yolu da glinimiiz bitki koruma
yontemleri kapsaminda yabanci otlarla miicadele edilebilmesidir. Bu amagla yabanci
otlarin biyolojisinin, ekolojik isteklerinin, ekonomik fayda ve zararlarinin, miicadele
yontemlerinin, kiiltlir bitkileriyle etkilesimlerinin yaninda popiilasyonlarin yayginlik ve
yogunluk seviyelerinin de bilinmesi gerekmektedir (Ekim ve Akman, 1993; Ozer, 1993;
Ozer vd., 1998; Tiire ve Kdse, 2000).

Cuscuta spp. iliman, yar1 tropik ortamlar: tercih eder ve tohumlar1 dinlenmeye
girer. Sicaklik ve 151k yalnizca ¢gimlenme ve fide gelisme donemleri i¢in gereklidir. Fakat
parazitlik donemindeki 6nemi bilinmemektedir.

Kiskiit ile kontrol teknikleri igerisinde bulasma ve yayilmay1 engelleyici
tedbirlerin alinmasi; elle yolma, yakma, derin siirim gibi mekanik savas uygulamasi,
konukg¢usu olmayan bitkilerin miinavebe programina dahil edilmesi, ge¢ dikim, dayanikli
kiiltiir bitkisi yetistirme, biyolojik savas ve kimyasal savas gibi kontrol yontemleri yer
almaktadir.

Kiiskiitle en 6nemli miicadele yontemlerinden biri, bulasmayr 6nlemek i¢in
sertifikali temiz tohum kullanmaktir. Cuscuta cinsine ait tiirlerin temiz alanlara suyla
tasinmasini engellemek igin, kiiskiitle bulasik alanlardan gegen su ile temiz alanlar

sulanmamalidir. Bu parazit bitki ile bulasik tarlalarda hayvanlar otlatildigi zaman,



tohumlar hayvanlarin sindirim sisteminde canliliklarmi korurlar. Bu sebeple bulagik
tarlalarda hayvanlar otlatilmamali ve hayvanlara yedirilen ¢iftlik giibreleri iyi fermente
edilmis olmalidir. Kullanilan alet ve ekipmanlarin temizligine dikkat edilmesi de
miicadele ag¢isindan olduk¢a dnemlidir (Tepe vd., 1997; Lanini ve Kogan, 2005).

Cuscuta approximata Bab. (yonca kiiskiiti) Tiirkiye’de yonca alanlarinda en
yogun rastlanan tiirdiir. Bunula beraber Cuscuta campestris Yuncker (tarla kiiskiitii) adli
tiir de yonca {iretim alanlarinda problem olusturmaktadir.

Yonca kiiskiitiintin tohumlar: soluk pembe veya gri renktedir ve tohumlarin
koseleri belirgin ve yaklasik 1.1mm uzunlugunda, 0.9mm genisligindedir. Tohumun
etrafit beyaz bir ¢izgi ile gevrilidir (Kadioglu, 1992). C. approximata yapraksiz, ince,
ipliksi yapida sarilic1 gévdeye sahiptir. Cicekler kiigiik ve kimoz ¢icek durumundadir.
Tac yapraklar bilesik olup genellikle bes parcali, nadiren dort veya ii¢ pargalidir.
Ovaryum iki bolmeden (karpel) olusur ve her bolme de tohum taslag: bulunur. Iki disicik
sap1 vardir ve disicik tepesi uzundur. Erkek organlar1 petal tiipene bitisiktir ve gogu tiirde
erkek organlarin altinda "staminal brakte" adi verilen pulsu yaprakeiklar yer alir. Bitkinin

meyvesi kapsiil seklinde, tohum kotiledonlar1 yapraksiz ya da iz seklinde, embriyo ise
iplik seklindedir (Nemli, 1978) (Sekil 1.1).

Sekil 1.1 Cuscuta approximata’nin ¢icek yapist; 1, 2: ¢icek, 3: ¢anak yapraklar (var.
approximata), 4: canak yapraklar (var. macranthera), 5: ovaryum, 6: tag
yapraklar, 7:scale (Demir, 2016)



Popiilasyon genetigi, bir canli grubunda mevcut bireyler arasindaki benzerlik ve
farkliliklarin nedenlerini inceleyen bir bilim dali olarak bilinmektedir. Bir popiilasyonun
benzerlik ve farkliliklar1 biliniyorsa bunlarin sonraki nesillere nasil aktarildigi da
anlagilabilir (Simsek, 1993).

C. approximata Tiirkiye genelinde 6zellikle de Dogu Anadolu Bolgesi’nde yonca
tiretim alanlarinda ciddi verim kayiplarina sebep olmaktadir.

Calismanin amaci;

A) Van ilinde yonca iiretim alanlarindan toplanan Cuscuta approximata Bab. adli
tiire ait Orneklerin se¢imi.

B) Ribozomal DNA’lar iizerinde bulunan ITS (Baldwin, 1992) dizileri
kullanilarak C. approximata tiirlerinin korunmus bolgelerine ait DNA sekanslarinin tespit

edilmesiyle Van ilinde ki bu tiiriin molekiiler tanilanmasinin yapilmasi hedeflenmistir.



2. KAYNAK BILDIRISLERI

Kiiskiit (Cuscuta spp.) genellikle yonca, domates, patates ve seker pancarinda
onemli verim kayiplarina neden olmaktadir. Bu bitkinin tohumlarmi, yonca ve keten
tohumlarindan uzaklastirmak kolay degildir (Parker ve Riches, 1993). Kiiskiitiin patates,
domates ve sekerpancarinda da parazit olarak yasadigi Liibnan’da yapilan bir ¢alisma da
belirlenmistir (Haidar ve Bibi, 1995).

fran'da 1983-1986 yillar1 arasinda yiiriitiilen bir ¢alismada, en diisiik bulasma
oranina sulama kanallariyla 120 adet/ha, en yiiksek bulagsma oranina ise 10 milyon adet/ha
ile hayvan yeminde rastlanmistir (Dastgheib, 2006).

Yiriitilen ¢aligmalar da kiiskiitiin tizerinde parazit olarak yasadigi bitkileri
cogunlukla fide asamasinda veya gelisimlerinin ilk donemlerinde yakaladigi
belirlenmistir. Bu evrede kiiskiit iplikleri fidenin etrafin1 tamamen sararak, fidenin zayif
gelismesine neden olur ve bitki ¢icek ve meyve vermeden 6lir (Nemli, 1989).

Onemli verim kayiplaria neden olan Orobanche, Striga ve Cuscuta cinslerine ait
bitkiler ¢cimlenebilmek i¢in konukguya ihtiyag duymazlar (Vail vd., 1990; Benvenuti vd.,
2005; Dawson vd., 1994).

Hutchisan ve Ashton (1979) yaptiklar bir ¢alismada, kiiskiit tohumlarinin 15 ile
38 °C’lik toprak sicakliginda ¢imlendigini ve ortalama ¢imlenme sicakliklarin ise 30 °C
oldugunu belirlemislerdir.

Yapilan bir caligmada kiiskiitiin 6zellikle yoncada sorun olusturdugu ve yoncanin
besin maddelerine olarak bitkiyi dogrudan zayiflattig: belirtilmistir (Reynolds, 2006).

Kiiskiit sulama kanallarinda birikerek yogun tarim yapilan alanlarda daha fazla
yayilma olanagi bulur. Ayn1 zamanda bu bitki, piring dahil bir¢ok konukgu araligina
sahiptir. Bununla beraber kiiskiit cok sayida tibbi bitkiyi de parazitlemektedir (Jayasinghe
vd., 2004).

Hindistan’da ekili ve nadasa birakilmig alanlarda kiiskiitiin miicadelesi ile ilgili
yapilan bir ¢alismada, Cuscuta cinsine ait tiirlerin 6nemli verim kayiplarina neden oldugu
belirlenmistir (Kondap ve Kumar, 1993).

Van’da yonca iiretim alanlarinda C. approximata’nin dagilimi ve yogunlugunun
belirlenmesine yonelik olarak yapilan bir arastirmada, yonca iiretim alanlarinin 6nemli

bir kisminin kiiskiitle bulagik oldugu tespit edilmistir (Y1ldirim ve Tepe, 2021).



Gliney Avustralya'da gerceklestirilen bir arastirmada, kiiskiit tohumlarinin
olgunlagip baz1 hayvanlar tarafindan tiiketildiginde bu hayvanlarin midelerinde
deformasyona ugramadan hayvanlarin diskilar1 ile beraber topraga geri aktarildigi
belirlenmistir (Anonim, 2005).

Cuscuta cinsine ait tiirlerin tohumlari kis1 toprakta veya hayvan giibresi igerisinde
gecirmektedir. Kiiskiitiin gévdesinin tamami kis donlarindan zarar gérmez. ilkbaharda
uygun kosullarda 6lmeyen bitki gévdeleri ve tohumlar: yeniden gelismeye baglar. Bu
bitki tarlaya, kiiskiitle bulasik yonca tohumu ekilerek, bulasik otlarla, insan ve kiiskiitle
bulasik yonca ile beslenen hayvanlarin giibresi ile ve ayni zamanda sulama suyu ile
tasinmaktadir (Anonim, 2009).

Cuscuta tohumlar1 ile ilgili yiirlitilen bir arastirmada, tavuk gilibresi ve
solarizasyonun kiiskiit tohumlarinin canliligini yitirme etkinligini 6lgmek amaciyla ilk
olarak 0-5 cm toprak derinliginde malglama yontemi ile solarizasyon yapilmis ve sonug
olarak; kiiskiit tohumlarmin 6 hafta 10’ar dakikalik solarizasyon uygulamasi sonrasinda
canliliklarin1 kaybettigi tespit edilmistir. Bu caligmada, tek basina tavuk giibresi
kullaniminin toprak sicakliginda herhangi bir degisiklige neden olmadig1 ve bu giibrenin
kiiskiit tohumlarimi 6ldiirmedigi belirlenmistir (Haidar ve vd., 1999).

Hull (2022) yaptig1 bir ¢alisgmada, CMV ve TMV viriislerinin kiiskiit yoluyla
saglikl bitkilere bulagtigin1 deneysel olarak tespit etmistir.

Tepe vd. (1997), yerli ve hibrit yonca cesitlerinin kiiskiite dayanikli olup
olmadigini; varsa bolgeye hangi cesitlerin Onerilebilecegini tespit etmek amaci ile
yirittikleri ¢alismada, C. approximata’nin tim gesitlere kolaylikla baglanip
parazitleyebildigini, ancak hizli gelisen ¢esitlere daha az zarar verdigini belirlemislerdir

Bitki molekiiler galigmalar1 son 25 yilda hizla gelisim gostermistir (Wen vd.,
1997; Kellog, 1998). Bu gelisim ile beraber dizi analizlerinin kullanilmasi (Ro vd., 1997)
molekiiler sistematik i¢in 6nemli destek saglamistir. Dizi analizi yontemleri, canlilarin
cografi kokenlerinin belirlenmesinden (Allan vd., 2004), organizmalarin filogenilerinin
molekiiler olarak kanitlanmasina kadar birgok alanda kullanilmaktadir (Cohen ve
Weydmann, 2005; Ogden ve Whiting, 2005)

19601 yillara kadar sistematik bilgiler morfolojik ve davranigsal farkliliklara
bagli olarak belirlenmistir. Biyolojik makromolekiiller 19601 yillardan sonra énemli

evrimsel ve sistematik roller tistlenmistir (Soltis vd., 1997).



Filogenetik tahmin, kladistik ve niikleotit dizileme tekniklerinin mevcut olmasi
nedeniyle makro ve mikro evrimsel ¢aligmalar i¢in 6nemlidir (Castelloe ve Templeton,
1994; Vogler ve DeSalle, 1994). Son on y1l boyunca arastirmalarin bir kisminda, niikleer
ve organel genomlarin ¢esitli molekiiler markirlar1 kullanilarak filogeniye odaklanilmistir
(Avise, 1994). ntDNA'nin ITS dizileri, yakindan iliskili angiyosperm tiirleri arasindaki
filogenetik iligkileri ¢ozmek icin (Pandey ve Ali, 2006), bitkisel materyallerin molekiiler
kimlik dogrulamasi (Zhang vd., 2007), genetik gesitlilik degerlendirmesi (Mondini vd.,
2009), spesifik varyasyon g¢alismasi (Haque vd., 2009) ve DNA barkodu (Zuo vd., 2011)
yaygin olarak kullanilmistir. ntDNA bolgesi filogenetik olarak bilgilendirici 6zellige
sahiptir (Baldwin vd., 1995).

Ekolojik calismalar, genetik iliskiyi belirlerken ve ayrica hedef bitki tiirleri i¢in
koruma programlarina yol gosterirken gereklidir (Anikster ve Noy-Meir, 1991). DNA’ya
dayali molekiiler markirlar, hem bitki tiirleri igindeki genetik ¢esitliligi 6lcmek hem de
yakindan iligkili genotipleri tanimlamak ve karakterize etmek icin 6zellikle faydalidir
(Jasieniuk ve Maxwell, 2001).

Molekiiler biyolojide kullanilan yeni yontemler tiire 6zgii gen bdlgelerinin
tespitiyle beraber, bitki tiirlerinin tanimlanmasina olanak saglamaktadir. Bu nedenle
rDNA'nin ITS bolgeleri bitkilerde molekiiler sistematik ile ilgili ¢aligmalar da yogun
olarak kullanilan uygulamalardan biridir (Baldwin vd., 1995).

rDNA bolgeleri; kiigiik alt birim 18S rDNA, 5.8S rDNA ve biiyiik alt birim 28S
rDNA olmak {izere 3 boliimden olugsmaktadir. 18S rDNA yiiksek oranda korunmus DNA
bolgelerinden biridir. Bu bdlgeler alem, sube ve sinif diizeyindeki filogenetik ¢alismalarin
yeniden yapilandirilmasinda kullanilmaktadir. 5.8S rDNA bolgesi, rDNA en kii¢iik
uzunluga sahip olan bolgedir. Bu bolgenin baz uzunlugunun istenilen biiyiikliikte (163-
164 baz c¢ifti) olmamast nedeniyle filogenetik calismalarda tek basina
kullanilmamaktadir. 28S rDNA bolgesi en uzun bolge olup, baz icerigi bakimindan daha
fazla gesitlilige sahiptir. (Baldwin, 1992).

DNA'nin oldukg¢a konservatif genlere sahip olmasi ve ITS bolgeleri arasinda yer
almas1 kullanim avantaji saglamaktadir (Baldwin vd., 1995).

ITS bolgeleri son yillarda yaygin olarak kullanilan bir bolgedir (Baldwin vd.,
1999). Bu tarz ¢alismalarla, taksonlarin ntDNA ITS bélgeleri ¢ogaltilip baz polimorfizmi

incelenerek taksonlar igindeki akrabalik dereceleri tespit edilebilmektedir. Son zamanlar



da bitkilerin teshisinde morfolojik 6zelliklerin yaninda molekiiler verilerin de kullanimi
artmistir (Mummenhoff vd., 1997).

ITS baz siralarinin incelenmesiyle varilan sonuglar, taksonomik kategoriler de var
olan problemlerin ¢6ziimii agisindan ciddi katkilar saglar. Genellikle taksonlarin ITS
varyasyonlari incelenerek ilgili taksonlarin akrabaliklari tespit edilmeye ¢alisiimaktadir.
(Baldwin vd., 1995). ITS, genis bir bitki yelpazesinde cins ve tiir diizeyinde ¢ok sayida
sistematik calismada kullanilmistir. ITS-1 ve ITS-2 olmak tizere iki i¢ bosluk, 5.8S, 18S
ve 26S niikleer ribozomal RNA (nrRNA) alt birimlerini kodlayan genler igerisinde
bulunur. ITS-1 ve ITS-2 ortalama 300 baz cifti uzunlugunda iken, 5.8S alt biriminin
uzunlugu kapali tohumlularda sabittir ve 163-164 baz ¢ifti uzunluguna sahiptir (Baldwin,
1992).

ITSnin  amplifikasyonu ve sekanslanmast ig¢in evrensel primerler
kullanilabilmektedir. Primerler baslangigta fungal rRNA amplifikasyonu igin
tasarlanmistir ve mantar (Saccharomyces), bocek (Drosophila) ve bitki (Oryza sativa ve
Hordeum vulgaris) dizilerinden koken almistir (White vd., 1990).

ITS Bolgesinin Ozellikleri;

- Filogenetigin yeniden yapilanmasinda uygun veri saglayacak yeterli boyuta
sahiptir (600—700bp).

- Genomik DNA iizerinde yiiksek tekrarlama 6zelligi gosterir.

- Cins ve tiir diizeyinde filogenetik olarak dagilmis DNA igerikleri hakkinda
net bilgiler saglar.

- rDNA gen bolgelerine oranla daha hizli niikleotid baz degisiklikleri gosterir.

- ITS1 ve ITS2 bolgeleri farkli seviyelerde filogenetik veri saglar. Bu bolgeler
temel alinarak yapilan analizlerde ITS1 sonuglar1 daha yogun filogenetik
¢oziim sunmakta ve niikleotid icerigi ITS2'ye gore %29 oraninda daha fazla
degiskenlik gostermektedir.

- rDNA'nin 188, 5.8S ve 268 alt birimlerinin olusumunda rol oynar (Baldwin
vd., 1995).

Okaryotik canlilarda 5.8S gen bélgesi siklikla ITS bélgeleriyle beraber incelenir.

Genomik DNA iizerindeki rDNA bolgeleri sirali olarak tekrarlanan diziler
halindedir ve birden fazla gen yapisindan meydana gelir. rtDNA tekrarlari; genomik

DNA’nin NOR (niikleolar organizer region) bolgelerinde yerlesmis ve 18S kiiciik alt



birim, 5.8S ve 28S biiyiik alt birim rDNA’lar1 kodlayan genlerden olusur. Bu bolge
rDNA'nin alt birimleri tarafindan kopyalanir ve korunmus bolgeleri (18S, 5.8S ve 28S)
birbirinden ayiran iki bélimden (ITS1 ve ITS2) olusur (Sekil 2.1).

5! ——

185_’ T ‘.‘5_85 T 285

ITS-1 ITS-2
Internal transcribed spacers

Sekil 2.1 Tekrarlanabilen rRNA birimleri ve ITS bolgeleri (Underhill ve Iliev, 2014)

Birgok canlinin teshisi yapilirken DNA sekanslarinin 6ncelikli kullaniminin
Onemi artmakta ve bu sekanslar tiirlere ait genetik barkodlar olarak tanimlanmaktadir
(Hebert vd., 2003, Savolainen vd., 2005). DNA sekanslarinin 6ncelikli bilgi kaynagi
olarak kullanilmasi, yapilan morfolojik teshise gore ¢ok sayida avantaj saglar. Bu
avantajlar: i) fenotipik kaynakli problemlerin yanlis teshise yol agmasi, ii) morfolojik
olarak belirlenmesi zor olan taksonlarin tespiti, iii) morfolojik teshislerde kullanilan
anahtarlarin incelenen 6zellik agisindan belirli bir doneme ya da cinsiyete ait olmasi ve
iv) bu anahtarlarin yorumlanmasinda ¢ok iyi bir deneyime gereksinim duyulmasidir
(Hebert vd., 2003).






3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Materyal

Van ili yonca alanlarinda yayilis gosteren Cuscuta approximata Bab. adli parazit

bitki ¢alismanin materyalini olusturmaktadir.

Sekil 3.1 Van ilinde Cuscuta approximata Bab. adl1 tiiriin toplandig: alanlar

3.2 Yontem

Projede 6ngoriilen ¢calismalar iki ana baslik altinda incelenmistir.
A) Van ilinde yonca iiretim alanlarindan toplanan Cuscuta approximata Bab.
adli tiire ait Orneklerin se¢imi.

B) Cuscuta approximata Bab. tiiriiniin molekiiler tanilamasinin yapilmasi



3.2.1 Vanilinde Yonca Uretim Alanlarindan Toplanan Cuscuta Approximata Bab.

Adh Tiire Ait Orneklerin Secimi

Van ili yonca tiretiminin yogun olarak yapildigi alanlardan daha 6nceden toplanan

C. approximata tiiriine ait 19 bitki 6rnegi secilmis ve bu bitkiler tizerinde molekiiler

calismalar yuriitilmiistiir. Toplanan Ornekler ve toplandigi alanlar Cizelge 3.1°de

verilmistir.

Cizelge 3.1 Van ilinde Cuscuta approximata Bab.’nin toplandigi alanlar ve 6rnek

numaralari

Ticeler

Ornek numarasi

Van-Merkez, Otluca Koyt
Van-Giirpinar, Sevindik Koyt
Van-Ercis, Cobandiizii Koyii
Van-Ercis, Merkez

Van-Muradiye

Van, Muradiye-Caldiran Yolu
Van-Giirpinar, Parmakkap1 Koyt
Van-Muradiye, Yenisehir Mahallesi
Van-Gevas, Merkez
Van-Bostanigi

Van-Mollakasim

Van-Caldiran, Yukar1 Canak Koyii
Van-Edremit, Kopriiler Koyt
Van-Muradiye, A¢ikyol Kdyii
Van-Gevas

Van-Ercis, Kocapimar Koyt
Van-Giirpinar, Otbicer Kdyii
Van-Edremit, Kopriiler Koyt
Van-Giirpinar, Hosap
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11
13
22
56
100
120
520
911
916
920
1778

3.2.2 Cuscuta Approximata Bab. Tiiriiniin Molekiiler Tanilamasinin Yapilmasi

Bu agamada sirasiyla uygulanan yontemler;

1) Cuscuta approximata Bab. tiiriiniin genomik DNA izolasyonu,

2) ITS bolgesinin PCR ile ¢ogaltilmasi ve elektroforez,

3) Sanger yontemi ile ¢ift yonlii direk dizileme yapilmasi,

4) DNA dizilerinin gen bankasina girilmesi,

5) Coklu dizi karsilagtirma (alignment) yapilmast,

6) Filogenetik analizlerin yapilmasi.
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3.2.2.1 Cuscuta Approximata Bab. Tiiriiniin Genomik DNA izolasyonu

DNA izolasyonu i¢in daha onceden toplanmis ve herbaryum oOrnegi haline
getirilmis orneklerin gévde dokular1 kullanilmistir. Mevcut caligmanin ana materyalini
teskil eden bitki DNA’larinin izole edilmesinde Thermo firmasina ait DNA izolasyon
kitinden faydalanilmigtir. Her bir 6rnegi temsil edecek sekilde bitki drneginden DNA
izolasyonu gerceklestirilmistir. Herbaryum oOrnegi haline getirilmis bitkilerin govde
dokularindan 0,10 gr tartilarak havan igerisinde dgiitiilmiistiir. Uzerine 500 mikrolitre
Lysis Buffer A ilave edilmis ve 1.5 mililitrelik mikro tiip igerisine 10-30 miligram (mg)
arasinda ezilmis bitki dokusu transfer edilmistir. Bu tiiplerin tizerine 50 mikrolitre Lysis
Buffer B ve 20 mikrolitre RNAase eklenip 1 dakika boyunca vortekslenmistir. Daha sonra
65 °C'de 10 dakika boyunca shaking water bath ile inkiibe edilmis ve inkiibasyon
siiresince ara sira tiipler ters diiz edilmistir. Orneklerin iizerine 130 pl protein ¢okelme
sollisyonu ilave edilmistir. Tiiplerdeki soliisyon vortekslenerek iyice karistirilmis ve 5
dakika buz igerisinde sogutulmustur. Ardindan 5 dakika boyunca 14.000 rpm devirde
santrifiij edilmistir. Hazirladigimiz karisimdan 550 mikrolitre temiz tiiplere aktarilmas,
tiiplerin tizerine 400 mikrolitre bitki DNA baglama soliisyonu ve 400 mikrolitre %96’ 11k
ethanol eklenmistir. Hazirlanan karigimdan 600-700 mikrolitre spin kolon tiiplerine
aktarilmistir. Bu karisim 50 kere ters yiiz edilmis ve elde edilen karisim 6rnekleri 1 dakika
stireyle 8.000 rpm devirde santrifiij edilmistir. Bu asamada DNA’nin rengi kapali beyaz
bir renkten agik yesil bir renk araligina kadar degismistir. Santrifiij sonrasinda siipernatant
uzaklagtirip tiipler kagit bir havlu {izerine konarak sivinin siliziilmesi saglanmistir.
Tiiplerdeki pelletin tizerine 500 pl yikama buffer: 1 ilave edilip DNA pelletlerini yikamak
i¢in tiipler birkac defa ters yliz edilmistir. Tiipler, 1 dakika siireyle 10.000 rpm devirde
santrifiij edilip alttaki s1v1 dokiilerek etanol uzaklastirilmistir. Ttiplerdeki pelletin lizerine
500 ul yikama buffer1 2 ilave edilip, DNA pelletlerini yikamak igin tiipler birkag defa ters
yiiz edilmistir. Tipler 3 dakika siireyle 14.000 rpm devirde tekrar santrifiij edilip alttaki
stvi dokiilerek etanol uzaklagtirllmistir. Alttaki akigkan sivi atilmus, iistteki DNA pelleti
1.5 mI’lik yeni tiiplerin igine konulmustur. Uzerine 100 ml yikama buffir1 eklenmis ve
uistteki kiigiik tiip atilmistir. 5 dakika oda sicakliginda bekletilen sivi 2 dakika 12.000 rpm
de santrifiij yapilarak DNA elde edilmistir (Sekil 3.2).
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Sekil 3.2 Cuscuta approximata Bab.’nin DNA izolasyon asamalar1

3.2.2.2 ITS Bolgesinin PCR ile Cogaltilmasi ve Elektroforez

Izole edilmis genomik DNA’lardan ITS bélgelerinin ¢ogaltilmasi igin evrensel
ITS4 (5°-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3") ve ITS5 (5°-GGAAGTAAAAGTCGTAA
CAAG G-3’) primerleri kullanilmistir. Bu primerler yardimiyla, rDNA’da yer alan ITS1,
5,8S ve ITS2 bolgeleri PCR yoluyla cogaltilmistir. Cift zincirli DNA iizerinden bu
bolgelerin ¢cogaltilmasi1 200 ul’lik tiiplerde; 10X’lik reaksiyon tamponundan 3 pl, 2,5 mM
MgCl2’den 3 pl, 0,25 mM dNTP’den 5’er pl, 50 ng/ul her bir primerden 1 pl, 1 iinite Taq
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DNA polimeraz (Promega) ve yaklasik olarak 50-100 ng genomik DNA’dan 2 pl igeren

karigim distile su ile 50 pl son hacme tamamlanarak gergeklestirmistir (Cizelge 3.2).

Cizelge 3.2 PCR islemi i¢in kullanilan bilesenler ve miktarlarinin hazirlanmasi

PCR Bilesenleri Miktar (ul)

10x PCR buffer 5ul
25 mM MgCI2 3l
10 mM dNTP mix 1l
ITS-4 1l
ITS-5 1l

Taq DNA polimeraz 0.4 ul
Kalip DNA 2 ul

Su 36,6 ul
Toplam 50 pl

Hazirlanan PCR karisimina asagida verilen sicaklik dongiisti 36 termal dongii

seklinde uygulanmistir (Cizelge 3.3).

Cizelge 3.3 Kiiskiit tiirlerinin PCR ile arastirilmasinda kullanilan sicaklik dongiileri

94°Cde......... 2 dk DNA gift zincirinin ayrilmasi

94 °Clde.......... 1 dk DNA c¢ift zincirinin ayrilmasi Toplam36dana
55°C'de........... 1 dk primerlerin baglanmasi P g
72 °C'de........... 2 dk DNA sentezi

72 °Clde........... 10 dk son uzama

PCR uygulamalar1 Eppendorf MaterCycler cihazinda gergeklestirilmistir. PCR
sonrasi elde edilen iiriinler % 1.5-2’lik agaroz jelde kosturulmustur. Elektroforez islemi
sonunda elde edilen jel uygun bir kap icerisinde 100 ml steril saf su ve 30 ul EtBr (0.5
ug/ml) soliisyonunda 20 dakika siireyle sallayici platform iizerinde boyanmistir
(Sambrook vd., 1989). Ardindan jelde boyanan DNA’y1 gériiniir hale getirmek amaci ile

jel goriintiileme ve analiz sisteminde goriintiilenmistir.
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Sekil 3.3 Cuscuta approximata Bab.’ya ait Orneklerin elektroforez cihazinda
kosturulmasi

3.2.2.3 Sanger Yontemi ile Cift Yonlii Direk Dizileme Yapilmasi

ITS bolgesinin Sanger yontemiyle ¢ift yonli dizilemesi MSM A.S. firmasina
yaptirilmistir.

3.2.2.4 DNA Dizilerinin Gen Bankasina Girilmesi

DNA dizilemesi yapilan C. approximata tiiriine ait genom bilgileri CLC Main
Work Bench V.20 programinda Clustal W programi ile analiz edilmistir. DNA dizilemesi
sonrasinda Gen Bankasinda arastirilmast BLAST programu ile gerceklestirilmistir. Farklh
alanlardan alman C. approximata tiiriine ait 6rnekleden elde edilen DNA dizileri,
National Center for Biotechnology Information (NCBI) Gen bankasina kayitlar1 yapilarak

diinyadaki tiim arastiricilarin kullanimina sunulmustur.
3.2.2.5 Coklu Dizi Karsilastirma (Alignment) Yapilmasi

Van ilinde 19 farkli alandan alinan ve DNA dizilemesi yapilan C. approximata
bitkilerinden elde edilen genom verileri kullanilarak CLC Main Work Bench V.20

programinda Clustal W ile ¢oklu diziler hizalanmis ve niikleotit asit dizileri

karsilastirilmistir. Karsilastirma yapilirken yine ayni program kullanilarak tiiriin kendi
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aralarinda ve diger diinya izolatlar1 arasindaki benzerlik yilizdelerinden yararlanilarak
karsilastirma yapilmistir. Buna gore diziler arasinda en yiiksek ve en diisiik benzerlik

oranlar1 hesaplanmustir.

3.2.2.6 Filogenetik Analizlerin Yapilmasi

CLC Main Work Bench V.20 programinda Clustal W yontemine gore dizilerin
filogenetik agaci olusturulmustur. Birbirine benzeyen diziler kiimeler halinde
dallanmistir. Olusan bu grupta birbirine en yakin bireyler saptanmistir. CLC Main Work
Bench V.20 programinda Clustal W ile ¢oklu diziler hizalanmig ve niikleotit dizileri
karsilastirilmistir. Ayrica CLC Main Work Bench V.20 programinda Clustal W ile segilen
izolatlarin diinya izolatlar1 ile gostermis olduklar1 benzerlikler incelenmistir. Sequence
Demarcation Tool Version 1.2 (SDTv1.2) programi kullanilarak Cuscuta approximata
benzerlik yiizde oranlar1 belirlenmistir. Olusturulan soy agaclarinin giivenirligini
arttirmak amactiyla 1000 tekerriirlii bootstrap analizi uygulanmistir. Filogenetik agag
olustururken dis grup olarak Amerikan pokeweed (Phytolacca americana L.) izolati

kullanilmistir.
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4. BULGULAR
4.1 ITS Bolgesinin PCR ile Cogaltilmasi ve Elektroforez
C. approximata’ya ait ITS bolgesi ¢ogaltilmis ve jel goriintiileme yapilmustir.

Buna gore 1, 7, 10, 12, 13, 56, 1778 numaral1 6rneklere ait PCR iirlinleri 682 ile 716 baz

¢ifti uzunlugunda fragment vermistir (Sekil 4.1).

Lol 12 13 56 1778

<— ~680bp

Sekil 4.1 Cuscuta approximata’nin 1, 7, 10, 12, 13, 56, 1778 numarali 6rneklerine ait ITS
bolgelerinin jel goriintiileri. M: Marker

C. approximata ’ya ait ITS bolgesi cogaltilmis, jel goriintiileme yapilmis ve 1, 2,
3,4,5,6,7,9, 10, 11, 12, 13 numarali 6rneklere ait ITS bolgeleri 682 ile 716 baz ¢ifti

uzunlugunda fragment vermistir (Sekil 4.2.).

M 1 2 :3eiabanauiamo 10 11 12 13

EPRp PR gl <~ 6800p
-

Sekil 4.2 Cuscuta approximata’'nin 1, 2, 3,4, 5,6,7,9, 10, 11, 12, 13 numarali 6rneklerine
ait ITS bolgelerinin jel goriintiileri. M: Marker



4.2 Sanger Yontemi ile Cift Yonlii Direk Dizileme Yapilmasi

C. approximata’ya ait elde edilen PCR iiriinleri MSM firmasi tarafindan yapilan

DNA dizilemesi sonucunda BLAST analizine gore incelenmis ve analiz sonucunda tiim

orneklerin C. approximata’ya ait oldugu belirlenmistir.

4.3 DNA Dizilerinin Gen Bankasina Girilmesi

C. approximata’ya ait orneklerin DNA dizilemesi yapildiktan sonra izolatlarin

gen bankasina kayitlart yapilmistir. C. approximata’nin gen bankasina kaydi yapilan

ornek numaralari, gen uzunluklari (bp) ve baz dizilerine ait gen bankas1 erisim numaralari

Cizelge 4.1°de verilmistir.

Cizelge 4.1 C. approximata’ya ait 6rnek numaralari, gen uzunluklari, gen bankasi erisim

numaralari
Igeler Ornek numarasi B33 I(Jgg;l lugu Er(i‘;fll:lizllnl:l{;s"lam
Van-Merkez, Otluca Koyt 1 681 OR889472
Van-Giirpinar, Sevindik Koyt 2 682 OR915469
Van-Ercis, Cobandiizii Koyii 3 682 OR915471
Van-Ercis, Merkez 4 682 OR915473
Van-Muradiye 5 682 OR915476
Van, Muradiye-Caldiran Yolu 6 682 OR915475
Van-Giirpinar, Parmakkap1 Koyt 7 681 OR915477
Van-Muradiye, Yenisehir Mahallesi 9 685 OR915478
Van-Gevas, Merkez 11 683 OR915481
Van-Bostanigi 13 681 OR916314
Van-Mollakasim 22 681 OR916313
Van-Caldiran, Yukart Canak Koyii 56 681 OR915486
Van-Edremit, Kopriiler Koyt 100 716 OR976474
Van-Muradiye, A¢ikyol Kdyii 120 633 OR976476
Van-Gevas 520 683 OR915487
Van-Ercis, Kocapinar Koyt 911 683 OR915488
Van-Giirpinar, Otbicer Koyt 916 683 OR915520
Van-Edremit, Kopriiler Koyt 920 683 OR915524
Van-Giirpinar, Hosap 1778 681 OR915526

Van’in Otluca koyilinden biriktirilen ve gen bankasi erisim numarasi OR889472

olan 1 numarali 6rnege ait rDNA {izerindeki DNA dizisinin 681 bp uzunlugunda oldugu

belirlenmistir (Cizelge 4.2).
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Cizelge 4.2 1 numarali C. approximata’ya ait rDNA’s1 lizerindeki ITS4-ITS5 bolgesine
ait niikleik asit baz dizisi

Niikleik Asit Baz Dizisi
GGAAGGAGAAGTGTAACAAGGTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTGTCGAAA
CCTGCCAAGCAGTTTGACTTGAGAACTTGTGCCAAAATACCAACGCAACCTCGTTGTGGTT
GTGCTTTTGGGTGCGACCATGATGAATAACAAACCCCCGGCGCGGTATGCGCCAAGGATT
ACTAAACTGAGATTGCTGCCTTGCCCTGCTCCGTTCGCGGTTATGCGGGCATTGTCAGCAT
CTTTATAAACAATATGACTCTCGGCAACGGATATCTCGGCTCTCGCATCGATGAAGAACG
TAGCGAAATGCGATACTTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTCTTTGAAC
GCAAGTTGCGCCCAAGGCCATCAGGCTTAGGGCACGTCTGCCTGGGTGTCACGTGACGTG
TCGCTCCCTTCTAGATTTTTTTGGGAGGAGCGGATCATGTCCTCCCGTGCCTATTGTATGGT
GCGGTGGGATGAAATGCTTGATACTGTTGATGGACGTTCTGGCGATTGGTGGTTGTGCCTA
GAGTGCAAACGTCGTTCCACGTTCAATCGTTTGCGGATATCAAGACCCGTTGGAGTCAAA

GTGATTTGGCTTACGAAGTGCGATCCCAGGTCAGGCGGGACTACCCGCTGAGTTTAAGCA
TATCATTAAGCGGAGGA

Van’in Giirpinar ilgesinin Sevindik Koyli’nden toplanan ve gen bankasi erisim
numarast OR915469 olarak tespit edilen 2 numarali C. approximata’ya ait rDNA
tizerindeki DNA dizisi 682 bp uzunlugunda bulunmustur (Cizelge 4.3).

Cizelge 4.3 2 numarali C. approximata’ya ait rDNA’s1 tizerindeki ITS4-ITSS bolgesine
ait niikleik asit baz dizisi

Niikleik Asit Baz Dizisi
GGAAGGAGAAGTCGTAGCAAGGTTTCGGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTGTCGAA
ACCTGCCAAGCAGTTTGACTTGAGAACTTGTGCCAAAATACCAACGCAACCTCGTTGTGG
TTGTGCTTTTGGGTGCGACCATGATGAATAACAAACCCCCGGCGCGGTTTGCGCCAAGGA
TTACTAAACTGAGATTGCTGCCTTGCCCTGCTCCGTTCGCGGTTATGCGGGCATGGTCAGC
ATCTTTATAAACAATATGACTCTCGGCAAGGGATATCTCGGCTCTCGCATCGATGAAGAA
CGTAGCGAAATGCGATACTTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTCTTTGA
ACGCAAGTTGCGCCCAAGGCCATCAGGCTTAGGGCAGGTCGGCCTGGGTGTCACGTGACG
TGTCGCTCCCTTCTAGATTTTTTTGGGAGGAGCGGATCATGTCCTCCCGTGCCTATTGTATG
GTGCGGTGGGATGAAATGCTTGATACTGTTGATGGACGTTCTGGCGATTGGTGGTTGTGCC
TAGAGTGCAAACGTCGTTCCACGTTCAATCGTTTGCGGATATCAAGACCCGTTGGAGTCA

AAGTGATTTGGCTTACGAAGTGCGATCCCAGGTCAGGCGGGACTACCCGCTGAGTTTAAG
CATAAAAAAAAGGGGGGGA

Van’in Ercis Ilgesi Cobandiizii Kdyii’nden biriktirilen ve gen bankasina kaydi
yapilan ve erisim numarast OR915471 olarak belirlenen 3 numarali C. approximata’ya

ait rDNA iizerindeki DNA dizisinin 682 bp uzunlugunda oldugu belirlenmistir (Cizelge
4.4).
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Cizelge 4.4 3 numarali C. approximata’ya ait rDNA’s1 lizerindeki ITS4-ITS5 bolgesine
ait niikleik asit baz dizisi

Niikleik Asit Baz Dizisi
GGAAGGAGAAGTCGTAGCAAGGTTTCGGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTGTCGAA
ACCTGCCAAGCAGTTTGACTTGAGAACTTGTGCCAAAATACCAACGCAACCTCGTTGTGG
TTGTGCTTTTGGGTGCGACCATGATGAATAACAAACCCCCGGCGCGGTATGCGCCAAGGA
TTACTAAACTGAGATTGCTGCCTTGCCCTGCTCCGTTCGCGGTTATGCGGGCATTGTCAGC
ATCTTTATAAACAATATGACTCTCGGCAACGGATATCTCGGCTCTCGCATCGATGAAGAA
CGTAGCGAAATGCGATACTTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTCTTTGA
ACGCAAGTTGCGCCCAAGGCCATCAGGCTTAGGGCACGTCTGCCTGGGTGTCACGTGACG
TGTCGCTCCCTTCTAGATTTTTTTGGGAGGAGCGGATCATGTCCTCCCGTGCCTATTGTATG
GTGCGGTGGGATGAAATGCTTGATACTGTTGATGGACGTTCTGGCGATTGGTGGTTGTGCC
TAGAGTGCAAACGTCGTTCCACGTTCAATCGTTTGCGGATATCAAGACCCGTTGGAGTCA
AAGTGATTTGGCTTACGAAGTGCGATCCCAGGTCAGGCGGGACTACCCGCTGAGTTTAAG
CATATCAATAAGCGGAGGA

Van’in Ercis Ilcesi'nden toplanan, gen bankasina kaydi yapilan ve erisim
numarast OR915473 olan 4 numarali C. approximata’ya ait rDNA iizerindeki DNA
dizisinin 682 bp uzunlugunda oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.5).

Cizelge 4.5 4 numarali C. approximata’ya ait rDNA’s1 tizerindeki ITS4-ITSS bolgesine
ait niikleik asit baz dizisi

Niikleik Asit Baz Dizisi
GGAAGGAGAAGTCGTAGCAAGGTTTCGGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTGTCGAA
ACCTGCCAAGCAGTTTGACTTGAGAACTTGTGCCAAAATACCAACGCAACCTCGTTGTGG
TTGTGCTTTTGGGTGCGACCATGATGAATAACAAACCCCCGGCGCGGTATGCGCCAAGGA
TTACTAAACTGAGATTGCTGCCTTGCCCTGCTCCGTTCGCGGTTATGCGGGCATTGTCAGC
ATCTTTATAAACAATATGACTCTCGGCAACGGATATCTCGGCTCTCGCATCGATGAAGAA
CGTAGCGAAATGCGATACTTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTCTTTGA
ACGCAAGTTGCGCCCAAGGCCATCAGGCTTAGGGCACGTCTGCCTGGGTGTCACGTGACG
TGTCGCTCCCTTCTAGATTTTTTTGGGAGGAGCGGATCATGTCCTCCCGTGCCTATTGTATG
GTGCGGTGGGATGAAATGCTTGATACTGTTGATGGACGTTCTGGCGATTGGTGGTTGTGCC
TAGAGTGCAAACGTCGTTCCACGTTCAATCGTTTGCGGATATCAAGACCCGTTGGAGTCA
AAGTGATTTGGCTTACGAAGTGCGATCCCAGGTCAGGCGGGACTACCCGCTGAGTTTAAG
CATATCAAAAACGCGGAGG

Van’in Muradiye llgesi’nden biriktirilen ve gen bankasi erisim numarasi
OR915476 olarak tespit edilen 5 numaral1 6rnege ait rDNA {izerinde 682 bp uzunlugunda
DNA dizisi belirlenmistir (Cizelge 4.6).
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Cizelge 4.6 5 numarali C. approximata’ya ait rDNA’s1 tizerindeki ITS4-ITS5 bolgesine
ait niikleik asit baz dizisi

Niikleik Asit Baz Dizisi
GGAAGGAGAAGTCGTAGCAAGGTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTGTCGAA
ACCTGCCAAGCAGTTTGACTTGAGAACTTGTGCCAAAATACCAACGCAACCTCGTTGTGG
TTGTGCTTTTGGGTGCGACCATGATGAATAACAAACCCCCGGCGCGGTATGCGCCAAGGA
TTACTAAACTGAGATTGCTGCCTTGCCCTGCTCCGTTCGCGGTTATGCGGGCATTGTCAGC
ATCTTTATAAACAATATGACTCTCGGCAACGGATATCTCGGCTCTCGCATCGATGAAGAA
CGTAGCGAAATGCGATACTTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTCTTTGA
ACGCAAGTTGCGCCCAAGGCCATCAGGCTTAGGGCACGTCTGCCTGGGTGTCACGTGACG
TGTCGCTCCCTTCTAGATTTTTTTGGGAGGAGCGGATCATGTCCTCCCGTGCCTATGGTAT
GGTGCGGTGGGATGAAATGCTTGATACTGTTGATGGACGTTCTGGCGATTGGTGGTTGTGC
CTAGAGTGCAAACGTCGTTCCACGTTCAATCGTTTGCGGATATCAGGACCCGTTGGAGTC
AAAGTGATTTGGCTTACGAAGTGCGATCCCAGGTCAGGCGGGACTACCCGCTGAGTTTAA
GCATATCAATAACCGAAGGA

Van’in Muradiye Caldiran yolu iizerinden toplanan ve gen bankasi erigim
numarast OR915475 olan 6 numarali C. approximata érnegine ait DNA dizisi 682 bp

uzunlugunda olmustur (Cizelge 4.7).

Cizelge 4.7 6 numarali C. approximata’ya ait rDNA’s1 tizerindeki ITS4-ITSS bolgesine
ait niikleik asit baz dizisi

Niikleik Asit Baz Dizisi
GGAAGGAGAAGTCGTAGCAAGGTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTGTCGAA
ACCTGCCAAGCAGTTTGACTTGAGAACTTGTGCCAAAATACCAACGCAACCTCGTTGTGG
TTGTGCTTTTGGGTGCGACCATGATGAATAACAAACCCCCGGCGCGGTATGCGCCAAGGA
TTACTAAACTGAGATTGCTGCCTTGCCCTGCTCCGTTCGCGGTTATGCGGGCATTGTCAGC
ATCTTTATAAACAATATGACTCTCGGCAACGGATATCTCGGCTCTCGCATCGATAAAAAA
CGTAGCGAAATGCGATACTTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTCTTTGA
ACGCAAGTTGCGCCCAAGGCCATCAGGCTTAGGGCACGTCTGCCTGGGTGTCACGTGACG
TGTCGCTCCCTTCTAGATTTTTTTGGGAGGAGCGGATCATGTCCTCCCGTGCCTATTGTATG
GTGCGGTGGGATGAAATGCTTGATACTGTTGATGGACGTTCTGGCGATTGGTGGTTGTGCC
TAGAGTGCAAAAGTCGTTCCACGTTCAATCGTTTGCGGATATCAAGACCCGTTGGAGTCA
AAGTGATTTGGCTTACGAAGTGCGATCCCAGGTCAGGCGGGACTACCCGCTGAGTTTAAG
CATATCAATAAGCGGAGGA

Van’m Giirpinar Ilgesi’nin Parmakkapi Kdyii'nden toplanan ve gen bankasi
erisim numarasit OR915477 olan 7 numarali C. approximata’ya ait DNA dizisinin 681 bp

uzunlugunda oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.8).
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Cizelge 4.8 7 numarali C. approximata’ya ait rDNA’s1 lizerindeki 1TS4-ITS5 bolgesine
ait niikleik asit baz dizisi

Niikleik Asit Baz Dizisi
GGAAGGAGAAGTCGTAGCAAGGTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTGTCGAA
ACCTGCCAAGCAGTTTGACTTGAGAACTTGTGCCAAAATACCAACGCAACCTCGTTGTGG
TTGTGCTTTTGGGTGCGACCATGATGAATAACAAACCCCCGGCGCGGTATGCGCCAAGGA
TTACTAAACTGAGATTGCTGCCTTGCCCTGCTCCGTTCGCGGTTATGCGGGCATTGTCAGC
ATCTTTATAAACAATATGACTCTCGGCAAAGGATATCTCGGCTCTCGCATCGATGAAGAA
CGTAGCGAAATGCGATACTTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTCTTTGA
ACGCAAGTTGCGCCCAAGGCCACCAGGCTTAGGGCACGTCTGCCTGGGTGTCACGTGACG
TGTCGCTCCCTTCTAGATTTTTTTGGGAGGAGCGGATCATGTCCTCCCGTGCCTATTGTATG
GTGCGGTGGGATGAAATGCTTGATACTGTTGATGGACGTTCTGGCGATTGGTGGTTGTGCC
TAGAGTGCAAACGTCGTTCCACGTTCAATCGTTTGCGGATATCAAGACCCGTTGGAGTCA
AAGTGATTTGGCTTACGAAGTGCGATCCCAGGTCAGGCGGGACTACCCGCTGAGTTTAAG
CATATCAATAAGCGGAGG

Van’in Muradiye Ilgesi Yenisehir Mahallesi’nden toplanan, gen bankasina kaydi
yapilan ve erisim numarasi OR915478 olan 9 numarali C. approximata’ya ait DNA

dizisinin 685 bp uzunlugunda oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.9).

Cizelge 4.9 9 numarali C. approximata’ya ait rDNA’s1 tizerindeki ITS4-ITSS bolgesine
ait niikleik asit baz dizisi

Niikleik Asit Baz Dizisi
GGAAGGAGAAGTCGTAACAAGGTTTCGGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTGTCGAA
ACCTGCCAAGCAGTTTTGACTTTGAGAACTTTGTGCCAAAATACCAACGCAACCTCGTTGT
GGTTGTGCTTTTGGGTGCGACCATGATGAATAACAAACCCCCGGCGCGGTATGCGCCAAG
GATTACTAAACTGAGATTGCTGCCTTGCCCTGCTCCGTTCGCGGTTATGCGGGCATTGTCA
GCATCTTTATAAACAATATGACTCTCGGCAACGGATATCTCGGCTCTCGCATCGATGAAG
AACGTAGCGAAATGCGATACTTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTCTTT
GAACGCAAGTTGCGCCCAAGGCCATCAGGCTTAGGGCACGTCTGCCTGGGTGTCACGTGA
CGTGTCGCTCCCTTCTAGTTTTTTTGGGAGGAGCGGATCATGTCCTCCCGTGCCTATTGTAT
GGTGCGGTGGGATGAAATGCTTGATACTGTTGATGGACGTTCTGGCGATTGGTGGTTGTGC
CTAGAGTGCAAACGTCGTTCCACGTTCAATCGTTTGCGGATATCAAGACCCGTTGGAGTC
AAAGTGATTTGGCTTACGAAGTGCGATCCCAGGTCACGCGGGACTACCCGCTGAGTTTTA
GCACATCAATAAGCGGAGGA

Van’in Gevas Ilgesi’nden toplanip gen bankasma kaydi yapilan ve erisim
numarast OR915481 olan 11 numarali C. approximata’ya ait DNA dizisi baz ¢ifti
uzunlugu 683 bp olarak belirlenmistir (Cizelge 4.10).
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Cizelge 4.10 11 numaral1 C. approximata’ya ait rDNA’s1 tizerindeki ITS4-ITS5 bolgesine
ait niikleik asit baz dizisi

Niikleik Asit Baz Dizisi
GGAAGGAGAAGTCGTAGCAAGGTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTGTCGAA
ACCTGCCAAGCAGTTTGACTTGAGAACTTGTGCCAAAATACCAACGCAACCTCGTTGTGG
TTGTGCTTTTGGGTGCGACCATGATGAATAACAAACCCCCGGGCGCGGTATGCGCCAAGG
ATTACTAAACTGAGATTGCTGCCTTGCCCTGCTCCGTTCGCGGTTATGCGGGCATTGTCAG
CATCTTTATAAACAATATGACTCTCGGCAACGGATATCTCGGCTCTCGCATCGATGAAGA
ACGTAGCGAAATGCGATACTTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTCTTTG
AACGCAAGTTGCGCCCAAGGCCATCAGGCTTAGGGCACGTCTGCCTGGGTGTCACGTGAC
GTGTCGCTCCCTTCTAGATTTTTTTGGGAGGAGCGGATCATGTCCTCCCGTGCCTATTGTAT
GGTGCGGTGGGATGAAATGCTTGATACTGTTGATGGACGTTCTGGCGATTGGTGGTTGTGC
CTAGAGTGCAAACGTCGTTCCACGTTCAATCGTTTGCGGATATCACGACCCGTTGGAGTCA
AAGTGATTTGGCTTACGAAGTGCGATCCCAGGTCAGGCGGGACTACCCGCTGAGTTTAAG
CATATCAATAAGCGGAGGA

Van’in Bostani¢i Mahallesi’nden biriktirilen ve gen bankasi erisim numarasi
OR916314 olan 13 numarali 6rnege ait rDNA iizerinde 681 bp uzunlugunda DNA dizisi
belirlenmistir (Cizelge 4.11).

Cizelge 4.11 13 numarali C. approximata’ya ait rDNA’s1 tizerindeki ITS4-1TSS bolgesine
ait niikleik asit baz dizisi

Niikleik Asit Baz Dizisi
GGAAGGAGAAGTCGTAGCAAGGTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTGTCGAA
CCTGCCAAGCAGTTTGACTTGAGAACTTGTGCCAAAATACCAACGCAACCTCGTTGTGGTT
GTGCTTTTGGGTGCGACCATGATGAATAACAAACCCCCGGCGCGGTATGCGCCAAGGATT
ACTAAACTGAGATTGCTGCCTTGCCCTGCTCCGTTCGCGGTTATGCGGGCATTGTCAGCAT
CTTTATAAACAATATGACTCTCGGCAACGGATATCTCGGCTCTCGCATCGATGAAGAACG
TAGCGAAATGCGATACTTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTCTTTGAAC
GCAAGTTGCGCCCAAGGCCATCAGGCTTGGGGCACGTCTGCCTGGGTGTCACGTGACGTG
TCGCTCCCTTCTAGATTTTTTTGGGAGGAGCGGATCATGTCCTCCCGTGCCTATGGTATGG
TGCGGTGGGATGAAATGCTTGATACTGGTGATGGACGTTCTGGCGATTGGTGGTTGTGCCT
AGAGTGCAAACGTCGTTCCACGTTCAATCGTTTGGGGATATCAAGACCCGTTGGAGTCAA
AGTGATTTGGCTTACGAAGTGCGATCCCACGTCAGGCGGGACTACCCGCTGAGTTTATTC
ATATCATTAAGCGGAGGA

Van’in Mollakasim Ilgesi’nden toplanan, gen bankasina kayd: yapilan ve erisim
numarast OR916313 olan 22 numarali C. approximata’ya ait DNA dizisi baz ¢ifti
uzunlugu 681 olarak tespit edilmistir (Cizelge 4.12).

25



Cizelge 4.12 22 numaral1 C. approximata’ya ait rDNA’s1 tizerindeki ITS4-ITS5 bolgesine
ait niikleik asit baz dizisi

Niikleik Asit Baz Dizisi
GGAAGGAGAAGTCGTAGACAAGGTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTGTCGA
AACCTGCCAAGCAGTTTGACTTGAGAACTTGTGCCAAAATACCAACGCAACCTCGTTGTG
GTTGTGCTTTTGGGTGCGACCATGATGAATAACAAACCCCCGGCGCGGTATGCGCCAAGG
ATTACTAAACTGAGATTGCTGCCTTGCCCTGCTCCGTTCGCGGTTATGCGGGCATTGTCAG
CATCTTTATAAACAATATGACTCTCGGCAACGGATATCTCGGCTCTCGCATCGATGAAGA
ACGTAGCGAAATGCGATACTTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTCTTTG
AACGCAAGTTGCGCCCAAGGCCATCAGGCTTAGGGCACGTCTGCCTGGGTGTCACGTGAC
GTGTCGCTCCCTTCTAGATTTTTTTGGGAGGAGCGGATCATGTCCTCCCGTGCCTATTGTAT
GGTGCGGTGGGATGAAATGCTTGATACTGTTGATGGACGTTCTGGCGATTGGTGGTTGTGC
CTAGAGTGCAAACGTCGTTCCACGTTCAATCGTTTGCGGATATCAAGACCCGTGGAGTCA
AAGTGATTTGGCTTACGAAGTGCGATCCCAGGTCAGGCGGGACTACCCGCTGAGTTTAAG
CATATCAATAAGCGGAG

Van’in Caldiran Ilgesi’nin Yukar1 Canak Koyii’den biriktirilen ve gen bankasi
erigim numaras1 OR915486 olan 56 numarali C. approximata’ya ait 681 bp uzunlugunda
DNA dizisi belirlenmistir (Cizelge 4.13).

Cizelge 4.13 56 numarali C. approximata’ya ait rDNA’s1 tizerindeki ITS4-1TSS bolgesine
ait niikleik asit baz dizisi

Niikleik Asit Baz Dizisi
GGAAGGAGAAGTCGTAGCAAGGTTTCGGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTGTCGAA
ACCTGCCAAGCAGTTTGACTTGAGAACTTGTGCCAAAATACCAACGCAACCTCGTTGTGG
TTGTGCTTTTGGGTGCGACCATGATGAATAACAAACCCCCGGCGCGGTTTGCGCCAAGGA
TTACTAAACTGAGATTGCTGCCTTGCCCTGCTCCGTTCGCGGTTATGCGGGCATTGTCAGC
ATCTTTATAAACAATATGACTCTCGGCAACGGATATCTCGGCTCTCGCATCGATGAAGAA
CGTAGCGAAATGCGATACTTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTCTTTGA
ACGCAAGTTGCGCCCAAGGCCATCAGGCTTAGGGCACGTCTGCCTGGGTGTCACGTGACG
TGTCGCTCCCTTCTAGATTTTTTTGGGAGGAGCGGATCATGTCCTCCCGTGCCTATTGTATG
GTGCGGTGGGATGAAATGCTTGATACTGTTGATGGACGTTCTGGCGATTGGTGGTTGTGCC
TAGAGTGCAAACGTCGTTCCACGTTCAATCGTTTGCGGATATCAAGACCCGTGGAGTCAA
AGTGATTTGGCTTACGAAGTGCGATCCCAGGTCATGCGGGACTACCCGCTGAGTTTAAGC
ATATCAATAAGCGGAGGA

Van’in Edremit Ilgesi Ké&priiler Kdyii’nden toplanan ve gen bankasi erisim
numarast OR915479 olan 100 numarali C. approximata’ya ait DNA dizisi baz ¢ifti
uzunlugu 716 olarak belirlenmistir (Cizelge 4.14).
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Cizelge 4.14 100 numarali C. approximata’ya ait rDNA’s1 iizerindeki ITS4-ITS5
bolgesine ait niikleik asit baz dizisi

Niikleik Asit Baz Dizisi
GGAAGGAGAAGTCGTAACAAGGTTTCGGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTGTCGAA
ACCTGCCAAGCAGTTTTGACTTTGAGAACTTTGTGCCAAAATACCAACGCAACCTCGTTGT
GGTTGTGCTTTTGGGTGCGACCATGATGAATAACAAACCCCCGGCGCGGTATGCGCCAAG
GATTACTAAACTGAGATTGCTGCCTTGCCCTGCTCCGTTCGCGGTTATGCGGGCATTGTCA
GCATCTTTATAAACAATATGACTCTCGGCAACGGATATCTCGGCTCTCGCATCGATGAAG
AACGTAGCGAAATGCGATACTTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTCTTT
GAACGCAAGTTGCGCCCAAGGCCATCAGGCTTAGGGCACGTCTGCCTGGGTGTCACGTGA
CGTGTCGCTCCCTTCTAGATTTTTTTGGGAGGAGCGGATCATGTCCTCCCGTGCCTATTGT
ATGGTGCGGTGGGATGAAATGCTTGATACTGTTGATGGACGTTCTGGCGATTGGTGGTTGT
GCCTAGAGTGCAAACGTCGTTCCACGTTCAATCGTTTGCGGATATCAAGACCCGTTGGAG
TCAAAGTGATTTGGCTTACGAAGTGCGATCCCAGGTCACGCGGGACTACCCGCTGAGTTT
TAGCACATCAATAAGCGGAGGA

Van’in Muradiye Ilgesi A¢ikyol Koyii’den toplanan, gen bankasina kayd: yapilan
ve erisim numarast OR915480 olan 120 numarali C. approximata’ya ait DNA baz ¢ifti
uzunlugu 633 bp olarak belirlenmistir (Cizelge 4.15).

Cizelge 4.15 120 numarali C. approximata’ya ait rDNA’s1 ilizerindeki ITS4-1TS5
bolgesine ait niikleik asit baz dizisi

Niikleik Asit Baz Dizisi
AAGTGTAACAAGGTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTGTCGAAACCTGCCAAG
CAGTTTGACTTGAGAACTTGTGCCAAAATACCAACGCAACCTCGTTGTGGTTGTGCTTTTG
GGTGCGACCATGATGAATAACAAACCCCCGGCGCGGTATGCGCCAAGGATTACTAAACTG
AGATTGCTGCCTTGCCCTGCTCCGTTCGCGGTTATGCGGGCATTGTCAGCATCTTTATAAA
CAATATGACTCTCGGCAACGGATATCTCGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCGAAAT
GCGATACTTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTCTTTGAACGCAAGTTGC
GCCCAAGGCCATCAGGCTTAGGGCACGTCTGCCTGGGTGTCACGTGACGTGTCGCTCCCTT
CTAGATTTTTTTGGGAGGAGCGGATCATGTCCTCCCGTGCCTATTGTATGGTGCGGTGGGA
TGAAATGCTTGATACTGTTGATGGACGTTCTGGCGATTGGTGGTTGTGCCTAGAGTGCAAA
CGTCGTTCCACGTTCAATCGTTTGCGGATATCAAGACCCGTGGAGTCAAAGTGATTTGGCT
TACGAAGTGCGATCCCAGGTCAGGCGG

Van’in Gevas Ilgesi’nden biriktirilen ve gen bankasi erisim numaras1 OR915487
olan 520 numarali C. approximata’ya ait DNA dizisinin 683 bp uzunlugunda oldugu

belirlenmistir (Cizelge 4.16).
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Cizelge 4.16 520 numarali C. approximata’ya ait rDNA’s1 {izerindeki ITS4-ITS5
bolgesine ait niikleik asit baz dizisi

Niikleik Asit Baz Dizisi
GGAAGGAGAAGTCGTAGCAAGGTTTCGGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTGTCGAA
ACCTGCCAAGCAGTTTGACTTGAGAACTTGTGCCAAAATACCAACGCAACCTCGTTGTGG
TTGTGCTTTTGGGTGCGACCATGATGAATAACAAACCCCCGGCGCGGTATGCGCCAAGGA
TTACTAAACTGAGATTGCTGCCTTGCCCTGCTCCGTTCGCGGTTATGCGGGCATTGTCAGC
ATCTTGATAAACAATATGACTCTCGGCAATGGATATCTCGGCTCTCGCATCGATGAAGAA
CGTAGCGAAATGCGATACTTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTCTTTGA
ACGCAAGTTGCGCCCAAGGCCATCAGGCTTAGGGCACGTCTGCCTGGGTGTCACGTGACG
TGTCGCTCCCTTCTAGATTTTTTTGGGAGGAGCGGATCATGTCCTCCCGTGCCTATGGTAT
GGTGCGGTGGGATGAAATGCTTGATACTGTTGATGGACGTTCTGGCGATTGGTGGTTGTGC
CTAGAGTGCAAACGTCGTTCCACGTTCAATCGTTTGCGGATATCAAGACCCGTTGGAGTC
AAAGTGATTTGGCTTACGAAGTGCGATCCCAGGTCAGGCGGGACTACCCGCTGAGTTTAA
GCATATCAAATTCGCGGAGGA

Van’in Ercis Ilgesi Kocapinar Koyii’nden toplanan, gen bankasina kaydi yapilan
ve erisim numarast OR915488 olarak kaydedilen 911 numarali C. approximata’ya ait
DNA dizisinin 683 bp uzunlugunda oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.17).

Cizelge 4.17 911 numarali C. approximata’ya ait rDNA’s1 ilizerindeki ITS4-1TS5
bolgesine ait niikleik asit baz dizisi

Niikleik Asit Baz Dizisi
GGAAGGAGAAGTCGTAGCAAGGTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTGTCGAA
ACCTGCCAAGCAGTTTGACTTGAGAACTTGTGCCAAAATACCAACGCAACCTCGTTGTGG
TTGTGCTTTTGGGTGCGACCATGATGAATAACAAACCCCCGGGCGCGGTATGCGCCAAGG
ATTACTAAACTGAGATTGCTGCCTTGCCCTGCTCCGTTCGCGGTTATGCGGGCATTGTCAG
CATCTTTATAAACAATATGACTCTCGGCAACGGATATCTCGGCTCTCGCATCGATGAAGA
ACGTAGCGAAATGCGATACTTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTCTTTG
AACGCAAGTTGCGCCCAAGGCCATCAGGCTTAGGGCACGTCTGCCTGGGTGTCACGTGAC
GTGTCGCTCCCTTCTAGATTTTTTTGGGAGGAGCGGATCATGTCCTCCCGTGCCTATTGTAT
GGTGCGGTGGGATGAAATGCTTGATACTGTTGATGGACGTTCTGGCGATTGGTGGTTGTGC
CTAGAGTGCAAACGTCGTTCCACGTTCAATCGTTTGCGGATATCAAGACCCGTTGGAGTC
AAAGTGATTTGGCTTACGAAGTGCGATCCCAGGTCAGGCGGGACTACCCGCTGAGTTTAA
GCATATCAATAAGCGGAGGA”

Van’in Giirpmar Ilgesi Otbiger Kdyii'nden biriktirilen ve gen bankasi erisim
numarast OR915520 olan 916 numarali 6rnege ait rDNA {izerinde 683 baz ¢ifti
uzunlugunda DNA dizisi belirlenmistir (Cizelge 4.18).
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Cizelge 4.18 916 numarali C. approximata’ya ait rDNA’s1 iizerindeki ITS4-ITS5
bolgesine ait niikleik asit baz dizisi

Niikleik Asit Baz Dizisi
GGAAGGAGAAGTCGTAGCAAGGTTTCGGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTGTCGAA
ACCTGCCAAGCAGTTTGACTTGAGAACTTGTGCCAAAATACCAACGCAACCTCGTTGTGG
TTGTGCTTTTGGGTGCGACCATGATGAATAACAAACCCCCGGGCGCGGTATGCGCCAAGG
ATTACTAAACTGAGATTGCTGCCTTGCCCTGCTCCGTTCGCGGTTATGCGGGCATTGTCAG
CATCTTTATAAACAATATGACTCTCGGCAAGGGATATCTCGGCTCTCGCATCGATGAAGA
ACGTAGCGAAATGCGATACTTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTCTTTG
AACGCAAGTTGCGCCCAAGGCCATCAGGCTTAGGGCAGGTCTGCCTGGGTGTCACGTGAC
GTGTCGCTCCCTTCTAGATTTTTTTGGGAGGAGCGGATCATGTCCTCCCGTGCCTATTGTAT
GGTGCGGTGGGATGAAATGCTTGATACTGTTGATGGACGTTCTGGCGATTGGTGGTTGTGC
CTAGAGTGCAAACGTCGTTCCACGTTCAATCGTTTGCGGATATCAAGACCCGTTGGAGTC

AAAGTGATTTGGCTTACGAAGTGCGATCCCAGGTCAGGCGGGACTACCCGCTGAGTTTAA
GCATATCAATAAGCGGAGGA

Van’in Edremit ilcesi Kdpriiler K&yii’nden toplanan, gen bankasina kayd: yapilan
ve erigim numarast OR915524 olan 920 numarali C. approximata’ya ait DNA dizisi baz
uzunlugu 683 bp olarak belirlenmistir (Cizelge 4.19).

Cizelge 4.19 920 numarali C. approximata’ya ait rDNA’s1 ilizerindeki ITS4-1TS5
bolgesine ait niikleik asit baz dizisi

Niikleik Asit Baz Dizisi
GGAAGGAGAAGTCGTAGCAAGGTTTCGGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTGTCGAA
ACCTGCCAAGCAGTTTGACTTGAGAACTTGTGCCAAAATACCAACGCAACCTCGTTGTGG
TTGTGCTTTTGGGTGCGACCATGATGAATAACAAACCCCCGGCGCGGTATGCGCCAAGGA
TTACTAAACTGAGATTGCTGCCTTGCCCTGCTCCGTTCGCGGTTATGCGGGCATGGTCAGC
ATCTTTATAAACAATATGACTCTCGGCAACGGATATCTCGGCTCTCGCATCGATGAAGAA
CGTAGCGAAATGCGATACTTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTCTTTGA
ACGCAAGTTGCGCCCAAGGCCATCAGGCTTAGGGCACGTCTGCCTGGGTGTCACGTGACG
TGTCGCTCCCTTCTAGATTTTTTTGGGAGGAGCGGATCATGTCCTCCCGTGCCTATTGTATG
GTGCGGTGGGATGAAATGCTTGATACTGTTGATGGACGTTCTGGCGATTGGGTGGTTGTGC
CTAGAGTGCAAACGTCGTTCCACGTTCAATCGTTTGCGGATATCAAGACCCGTTGGAGTC

AAAGTGATTTGGCTTACGAAGTGCGATCCCAGGTCAGGCGGGACTACCCGCTGAGTTTAA
GCATAT CAATAAGCGGAGGA

Van’in Giirpmar Ilcesi Hosap Koyii’nden toplanan ve gen bankasi erisim
numarast OR915526 olarak belirlenen 1778 numarali 6rnege ait rDNA iizerinde 681 bp
uzunlugunda DNA dizisi belirlenmistir (Cizelge 4.20).
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Cizelge 4.20 1778 numarali C. approximata’ya ait rDNA’s1 tizerindeki ITS4-1TS5
bolgesine ait niikleik asit baz dizisi

Niikleik Asit Baz Dizisi
GGAAGGAGAAGTCGTAGCAAGGTTTCGGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTGTCGAA
ACCTGCCAAGCAGTTTGACTTGAGAACTTGTGCCAAAATACCAACGCAACCTCGTTGTGG
TTGTGCTTTTGGGTGCGACCATGATGAATAACAAACCCCCGGCGCGGTTTGCGCCAAGGA
TTACTAAACTGAGATTGCTGCCTTGCCCTGCTCCGTTCGCGGTTATGCGGGCATTGTCAGC
ATCTTTATAAACAATATGACTCTCGGCAAGGGATATCTCGGCTCTCGCATCGATGAAGAA
CGTAGCGAAATGCGATACTTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTCTTTGA
ACGCAAGTTGCGCCCAAGGCCATCAGGCTTAGGGCACGTCGGCCTGGGTGTCACGTGACG
TGTCGCTCCCTTCTAGATTTTTTTGGGAGGAGCGGATCATGTCCTCCCGTGCCTATTGTATG
GTGCGGTGGGATGAAATGCTTGATACTGTTGATGGACGTTCTGGCGATTGGTGGTTGTGCC
TAGAGTGCAAACGTCGTTCCACGTTCAATCGTTTGCGGATATCAAGACCCGTGGAGTCAA
AGTGATTTGGCTTACGAAGTGCGATCCCAGGTCAGGCGGGACTACCCGCTGAGTTTAAGC
ATATCAATAAGCGGAGGA

4.4  Filogenetik Analizlerin Yapilmasi

CLC Main Workbench Neigbor joining (Bootsrap:1000) yontemine gore dizilerin
filogenetik agaci olusturulmus ve birbirine benzeyen diziler kiimeler halinde 6 gruba
dallanmigtir. Filogenetik agac olustururken dis grup olarak Amerikan pokeweed
(Phytolacca americana L.) izolati kullanilmistir. Olusan 1. grupta, OR915469 (Van-
Gilrpinar, Sevindik Koyii) OR915526 (Van-Giirpinar, Hosap) ve OR915520 (Van-
Giirpinar, Otbiger Koyii) o6rnekleri yer almistir. OR915478 (Van-Muradiye, Yenisehir
Mahallesi), OR976474 (Van-Edremit, Kopriiler Koyii), OR976476 (Van-Muradiye,
Acikyol Kdyii) ve OR889472 (Van-Merkez, Otluca Kdyii) numarali 6rnekler ayni grupta
(II. Grup) kiimelenmistir. Gen bankasi ulasim numarast OR915477 (Van-Giirpinar,
Parmakkap1 Koyii), OR915488 (Van-Ercis, Kocapinar Koyii), OR915481 (Van-Gevas,
Merkez), OR915476 (Van-Muradiye), OR916314 (Van-Bostani¢i) ve OR916313 (Van-
Mollakasim) olan Ornekler ayr1 bir grupta (III. grup) yer almistir. OR915524 (Van-
Edremit, Kopriiler Kéyli) numarali 6rnek diger gruplardan ayrilmistir. Gen bankasi
ulasim numarasi OR915473 (Van-Ercis, Merkez) 6rnek ile gen bankasi ulagim numarasi
OR915487 (Van-Gevas) olan drnek ayni grup igerisinde yer almigtir. OR915471 (Van-
Ercis, Cobandiizii Kdyii), OR915486 (Van-Caldiran, Yukar1 Canak Koyii) ve OR915475
(Van, Muradiye-Caldiran Yolu) ulasim numarali 6rnekler ise ayr1 bir grupta toplanmistir
(Sekil 4.3).
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Sekil 4.3 Neigbor joining (Bootsrap: 1000) modeline gére Cuscuta approximata Bab

tiiriine ait filogenetik aga¢
Sekil 4.3’te yer alan filogenetik agacta kullanilan izolatlarin birbirleri ile ¢ok

yakin benzerlik gosterdigi sonucuna varilmistir. Bu dallanma tesadiifi olmayip istatistik

acidan anlamli bulunmustur. Elde edilen filogenetik agag, C. approximata izolatlarinin

cografik dagilisinin temel alindigini gostermistir.
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45 Coklu Dizi Karsilastirma (Alignment) Yapilmasi

Genom verileri kullanilarak CLC Main Work Bench V.20 programinda Clustal W

ile coklu diziler hizalanmis ve niikleotit asit dizileri karsilagtirilmistir. Bu modele gore

orneklerin birbirine olan uzaklig1 %97 ile %100 arasinda degismistir (Sekil 4.4).

O R915520
O RS15487
O RS15473
O RS15471
OR915524
ORS15478
ORS15488
O R915476
OR916313
OR916314
O RS15481
O RS2594T2
ORS 75474
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ORS15477
ORS15475
O R915488
O R915459
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OR915481

(ORBAE4T2
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QORATEATE

ORIG4TT
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0R915488

OR915469

Pairwise identity (%)
100
100

§U6888888

Sekil 4.4 Pairwise identity yontemine gore dizilerin ylizde benzerlik orani
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5. TARTISMA VE SONUC

Kiiskiit tam parazit istilac1 bir bitkidir ve miicadelesi olduk¢a zordur. Tiirkiye
genelinde yonca iiretim alanlarinda yogun olarak bulunan yonca kiiskiitii (Cuscuta
approximata Bab.) adli tiiriin 6nemli verim kayiplarina neden oldugu bilinmektedir. Bu
tir ile dogru miicadele yontemlerinin belirlenmesi i¢in dogru teshis edilmesi
gerekmektedir. Evrimlesmeyle beraber tiir i¢ci bazi varyasyonlar goriilmektedir. Bu
sonuglar farkli ekolojik kosullarda yaygin olan bu tiiriin molekiiler olarak tanilanmasi
gerekliligini ortaya koymaktadir. Bu tiire ait orneklerin molekiiler tanilanmasinin
yapilmas1 yeni yontemlerin kullanilma gerekliligini ortaya koymustur. Ulkemizde C.
approximata’nin biyolojisi ve miicadelesi ile ilgili baz1 ¢alismalar yapilmasina karsin
molekiiler tanilanmasina yonelik olarak herhangi bir calisma yapilmamistir.

Bu ¢alismada, Van ilinde 7 farkli alandan toplanan C. approximata’ya ait 19 6rnek
tizerinde molekiiler ¢alismalar yiiritiilmistir. Bu O6rneklerden 4’4 Giirpinar, 4’1
Muradiye, 3’i Ergis, 2’si Gevas, 2’si Edremit, 1’i Van Merkez, 1’1 Bostani¢i, 1’i
Mollakasim ve 1’ide Caldiran’dan alinmastir.

Tiirkiye’de kiiskiit cinsi ile ilgili en genis sistematik ¢aligsmalara “Flora of Turkey”
(Davis, 1978) ve “Cigekli Parazitlerden Cuscuta L.’nin Anadolu Tiirleri Uzerinde
Morfolojik ve Sistematik Arastirmalar” (Nemli, 1978) adli eserlerde yer verilmistir.
Yildirnm ve Tepe (2011)’nin Van’da yonca iretim alanlarinda C. approximata’nin
dagilimi ve yogunlugunun belirlenmesine ve Kurt ve Tepe (2011)’nin ise Van’da C.
approximata’nin bulasma yollarinin belirlenmesine yonelik yaptiklari ¢alismada
Giirpmnar, Muradiye-Caldiran, Ercis, Merkez-Edremit-Gevas ve Ozalp-Saray
bolgelerinde bu tiiriin yogun olarak bulundugu tespit edilmistir. Bu c¢alismalarda
aragtircilarin morfolojik, yogunluk ve bulagsma yollarinin belirlenmesine yonelik olarak
yaptiklar1 caligmalar, bu tiire ait tarafimizca yapilan molekiiler tanilamay: destekler
niteliktedir.

Dogu Anadolu Bolgesi’nin bazi lokalitelerinden alinan Cuscuta cinsine ait
Cuscuta approximata’nin molekiiler teshisi, Keskin vd. (2017), tarafindan
gerceklestirilmistir. Tirkiye’nin degisik cografik bolgelerinden biriktirilen Cuscuta L.
cinsine ait tiirlerin filogenetik iligkilerine yonelik yapilan bir ¢calismada tarim ve tarim

dis1 alanlarda en yaygn tiirlerden birinin Cuscuta approximata Bab. oldugu belirlenmistir



(Demir vd., 2020). Tirkiye’de C. campestris’in genetik cesitliligi ile ilgili yapilan bir
caligmada bolgeler arasinda cografik farkliliktan kaynaklanan, populasyonlar iginde
genetik cesitlilik oldugu belirlenmistir (Ozbek ve Kaya, 2021). Sonuglarimiz bu ii¢
calisma ile korelasyon halindedir.

Filogenetik tahmin, kladistik ve niikleotid dizileme teknikleri kullanilmaya
basladigindan beri makro ve mikro evrim g¢alismalari 6nem kazanmistir (Castelloe ve
Templeton, 1994; Vogler ve DeSalle, 1994). Son yirmi yilda, bazi arastirmalar, organel
genomlarin yani sira niikleer ve cesitli molekiiler belirtegleri kullanarak filogeniye
odaklanmistir (Avise, 1994).

Angiospermlerin yakin tiirleri arasindaki filogenetik iliskileri ¢6zmek igin,
nrDNA bolgesi ilizerinde bulunan ITS dizileri; bitkisel materyallerin molekiiler
dogrulamasi (Zhang vd., 2007), genetik ¢esitlilik degerlendirmesi (Mondini vd., 2009),
intra-spesifik varyasyon calismast (Haque vd., 2009) ve DNA barkodlama (Zuo vd.,
2011) galismalar1 yaygin olarak kullanilmaktadir (Pandey ve Ali, 2006).

ITS ¢ok sayida filogenetik arastirmada ¢ok sayida bitki tiirtinde tiir i¢i ve tiirler
aras1 diizeyde kullanilmistir.

Bu ¢alisma sonucunda elde edilen bulgular 1s181nda;

C. approximata’nin Tirkiye’de son yillarda 6zellikle yonca tiretim alanlarinda
ciddi problem olmaya bagsladig1 gézlenmistir.

Van ilinde ¢esitli bolgelerinden C. approximata adl tiire ait biriktirilen 6rneklere
ait molekiiler tanilama yapilmistir.

Evrim siireciyle birlikte bitkilerde tiir i¢i ve tiirler arasinda bazi1 varyasyonlarin
olustugu bilinmektedir. Bu sebeple bitkilerde revizyon c¢alismalarina ihtiyag
duyulmaktadir. Tiirkiye’de ve diinyada C. approximata’nin biyolojisi ve kontroliine
yonelik bazi ¢alismalar yapilmasma karsin tiirlin molekiiler tanilamasina yonlik
calismalar yetersiz diizeydedir.

Calismada C. approximata’ya ait Van ilinin 7 farkli bolgesinden alinan 19 bitki
orneginin rDNA’s1 tlizerinde bulunan ITS bolgeleri ¢ogaltilmis ve DNA dizilemeleri
gerceklestirilmistir. Dizileme sonucunda C. approximata’ya ait Orneklerin gen
uzunluklarinin 682 ile 716 bp arasinda yer aldig1 belirlenmistir. En diisiik baz uzunlugu
633 bp ile Van-Muradiye, A¢ikyol Koyli’ nden toplanan ve en yliksek baz uzunlugu 716

bp ile Van-Edremit, Kopriiler Kdyii’ nden toplanan drneklerde belirlenmistir. Sonug
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olarak, C. approximata’ya ait bireylerin rDNA’lar1 iizerinde yer alan ITS boélgelerinin
filogenetik agaci belirlemek i¢in gerekli bilgiyi saglamasi bakimindan yeterli uzunlukta
oldugu belirlenmistir.

Ozbek ve Kaya (2021) tarafindan Tiirkiye genelinden toplanan C. campestris adli
tire ait Orneklerin filogenetik iligkilerinin belirlenmesine yonelik olarak yapilan
calismada nrDNA ITS bolgesi uzunlugunun 570 ile 679 bp arasinda degistigi
belirlenmistir. Bizim calismamizda ise C. approximata’ya ait nrDNA ITS bolgesi
uzunlugu 682 ile 716 bp arasinda yer almis ve sonuglarimiz yukaridaki ¢alisma ile
paralellik gdstermistir.

CLC Main Work Bench V.20 programinda Clustal W ile ikili karsilagtirma
(Pairwise identity) yontemine gore diziler arasindaki genetik uzaklik hesaplanmigtir. Bu
modele gore tiirlerin birbirine olan uzaklig1 %97 ile %100 arasinda degigmis ve dnemli
diizeyde benzerliklerin ve yakinligin oldugu belirlenmistir. Birbirine benzeyen tiirler ayni
grupta yer almistir. Bu tiire ait benzerlik gosteren 19 6rnekten 6 grup olusmustur.

Bu ¢alisma ile, C. approximata tiiriine ait alt tiirlerin varliginin molekiiler diizeyde
belirlenmesi ve etkili miicadele stratejilerinin olusturulmasi i¢in, ileride farkli molekiiler
markirlar kullanilarak ve kloroplat diizeyinde ¢alisilmasi gerektigi sonucuna varilmaistir.

Ekotipler arasindaki tiir farkliliginin belirlenmesi herbisit toleransindaki
farkliliklar1 yansitabilir. Ayn1 zamanda ekotip dagilimmin ve optimum herbisit
uygulamalarinin belirlenmsi yonca alanlarinda verimliligi artirabilir.

Farkli bolgelerden toplanan C. approximata popiilasyonlar: arasindaki onemli
genetik farklilasma; yabanci ot popiilasyonlar1 arasinda smirli gen akisi, bolgelerdeki
yabanc1 ot miicadelesinin giicii, tohum dagilimi ve diisiik tohum verimi, polen gocii ve
yabanci otun iireme sekli gibi muhtemelen birkag faktorle iliskilidir. Ekotipler arasindaki
genetik c¢esitlilik, herbisit toleransinda gozlemlenen farkliliklari yansitabilir ve
Tiirkiye’nin ¢esitli bolgelerinde C. approximata’nin kontroliiniin etkinligini artirabilecek

temel bilgiler saglar.
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