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Allelopati; bitki organlarindan salgilanan bilesiklerin, etkilesime girerek bitki
biiyiime ve gelisimini etkiledigi bir siirectir. Son yillarda allelopatik 6zellige sahip
bilesiklerin kesfedilmesi ve biyoherbisit olarak kullanilma potansiyellerinin arastirilmasi
onem kazanmistir. Boylelikle yabani otlar ile miicadelede etkili olan fakat sentetik
herbisitler gibi ¢evreye zarar vermeyen iirlinlerin gelistirilmesi hedeflenmektir. Bu tez
caligmasinda iilkemizde bulunan Platismatia glauca (L.) W. L. Culb & C.F. Culb (farbalr)
likeninin aseton ekstraktinin bazi bitki tiirlerinde tohum ¢imlenmesi tizerindeki etkilerinin
ve olast genotoksik etkilerinin belirlenmesi amaglanmistir. Allelopatik etkilerin
belirlenmesi i¢in likenden elde edilen aseton ekstrakti tarlalarda siklikla rastlanan yabani
otlardan Portulaca oleracea (semizotu), Amaranthus retroflexus (horozibigi), Setaria
verticillata (yapiskan ot) ve kiiltiir bitkilerinden Oryza sativa (geltik) tohumlarina
uygulanmistir. Genotoksik etkilerin belirlenmesi i¢cin molekiiler belirte¢ yontemlerinden
ISSR ve RAPD-PCR kullanilmistir. Sonug olarak, liken aseton ekstrakti uygulanan
yabani otlar ve kiiltiir bitkisi tohum ¢imlenmesi {izerinde konsantrasyona bagli olarak
allelopatik ve genotoksik etkilerin ortaya ¢iktig1 tespit edilmis ve Platismatia glauca
aseton ekstraktinin biyoherbisit olarak kullanim potansiyelinin yabani ot tiiriine gore

degisiklik gosterdigi belirlenmistir.

Anahtar Sozciikler: Platismatia glauca, Allelopati, Genotoksisite, Bitki Genotoksisitesi,
Biyoherbisit.



ABSTRACT

DETERMINATION OF ALLELOPATIC AND GENOTOXIC EFFECTS OF
EPIPHYTIC LICHEN PLATISMATIA GLAUCA (L.) W. L. CULB & C.F. CULB
ACETONE EXTRACT
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Supervisor: Prof. Dr. Emel SOZEN

Allelopathy is a process where compounds secreted from plant organs interact and
affect plant growth and development. In recent years, the discovery of compounds with
allelopathic properties and the investigation of their potential to be used as bioherbicides
have gained importance. Thus, it is aimed to develop products that are effective in weed
control but do not harm the environment, such as synthetic herbicides. The aim of this
study is to determine the allelopathic and possible genotoxic effects of acetone extract of
Platismatia glauca (L.) lichen on some plant species. In order to determine the
allelopathic effects, acetone extract of the lichen was applied to the seeds of the common
weed species in the fields such as Portulaca oleracea (Purslane), Amaranthus retroflexus
(Redroot Pigweed), Setaria verticillata (Bristly Foxtail.) and cultivated species Oryza
sativa (Asian Rice). Molecular marker methods ISSR and RAPD-PCR were used to
determine genotoxic effects. As a result, it was revealed that lichen acetone extract had
allelopathic and genotoxic effects on weeds and cultivated plant seed germination
depending on the concentration. It has been determined that the potential of Platismatia
glauca acetone extract to be used as a bioherbicide varies according to the weed species.

Keywords: Platismatia glauca, Allelopathy, Genotoxicity, Plant Genotoxicity,

Bioherbicides.
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1. GIRIS

Gliniimiiz diinyasinin énemli sorunlarindan biri niifus artisidir. Diinya niifusunun
2050 yilinda 9 milyar1 asmas1 beklenmektedir. Diinya tizerindeki ekilebilir tarim alanlari
sinirlt oldugundan artan niifusun beslenme ihtiyacini karsilayabilmek i¢in birim alandan
elde edilen iiriin miktarinin artirilmasi ihtiyact dogmus ve bu durum daha fazla giibre, su
ve herbisit kullanimina neden olmustur. Giinlimiizde tarimin ekosisteme zarar vermeden,
maksimum iiriin elde edilebilecek sekilde alternatif yontemlerle gergeklestirilmesi
siirdiirtilebilir tarimla miimkiin olmaktadir (Cetiner, 2011). Siirdiiriilebilir tarim; insan ve
dogal sistemleri koruyarak, ¢cevreye zarar vermeden iirlin eldesini miimkiin kilan, ¢evre
dostu tarim yontemlerinden olusur. Sirdiiriilebilir tarimin amaci gevreye verilen zarari
azaltarak tarimda verimliligi korumak, tarimla ugrasanlarin yasam kalitesini artirmak ve
birim alandan yiiksek miktar ve kalitede {iriin elde edilmesini saglamaktir (Turhan, 2005).
Siirdiirtilebilir tarim modern ekipmanlar, sertifikali tohumlar kullanarak topragin
korunmasi ve yabani otlarin dogal yontemlerle kontrol edilmesini saglar (Reganold

vd.,1990).

Yabani otlar istenmeyen yerlerde yetisen, agresif bir sekilde biiyiiyen ve ¢ogalan,
dogal yasam alan1 disinda istilact olan bitkilerdir. Tarla bitkileriyle su, 151k ve besin
elementleri i¢in rekabete girerek {iriin hasadini zorlastirir ve verimi diisiiriirler (Giindiiz
vd., 2006). Yabani otlarla miicadelede gogunlukla kimyasal miicadele yontemi olan
herbisit ad1 verilen sentetik maddeler kullanilmaktadir. Sentetik herbisitler su ve toprag:
kirleterek ekosistemi tehdit etmekte, cevre kirliligine neden olmakta, yabani otlarin
direncini artirmakta ve gida iriinlerindeki herbisit kalintilar1 dogrudan insan sagligini
olumsuz yonde etkilemektedir (Gliessman, 2002; Radhakrishnan vd., 2018). Zararlilar
kontrol etmek i¢in kimyasal herbisitlerin artan ve gelisigiizel kullanimi, yabani otlarda
direng ve bagisikliga neden olmaktadir (Aneja vd., 2017). Herbisite dayanikli yabani
otlarin artmas1 mahsul verimliligini azaltmakta ve yabani otlar1 kontrol etmek i¢in yeni
gevre dostu yontemlerin kullanilmasi gerekmektedir (Radhakrishnan vd., 2018).
Kimyasal herbisitlerin doga ve dogal kaynaklar {izerindeki olumsuz etkileri, bilim
insanlarinin yabani ot kontroliinlin giivenilir, siirdiirtilebilir ve ¢evre dostu alternatif bir
yabani otla miicadele yontemi olan biyolojik kontrol uygulamalarina odaklanmasina
neden olmustur (Menaria, 2007). Yabani otlarin biyolojik kontroli, tarimsal veya dogal
ekosistemlerdeki yabani otlarin canliligini, lireme kapasitesini, yogunlugunu veya

etkisini azaltmak i¢in canli organizmalarin veya biyotik ajanlarin kasitli olarak
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kullanilmasidir. Bu biyotik ajanlar, herbisit uygulamalarina benzer, dogal bir sekilde
uygulanan biyoherbisitlerdir. Siirdiiriilebilir tarimda biyoherbisitler, ekonomik agidan
onemli ve kontrolii zor olan yabani otlar1 etkili ve tutarhi bir sekilde baskilayacak sekilde
ve Ozellikle herbisitlere dayaniklt olan yabani otlarin yonetiminde siklikla
kullanilmaktadir (Kremer, 2019). Hedef olmayan organizmalar, faydali bitkiler veya
insanlar lizerinde olumsuz etkisinin olmamasi; yabanci otlarda direng gelistirmemesi ve
cevrede kalinti olarak birikmemesi biyoherbisitlerin en biiyiik avantajlarindandir

(Menaria, 2007).

Son yillarda herbisit kullanimini miimkiin oldugunca azaltan yabani otlarla
alternatif miicadele yontemleri 6n plana g¢ikmaktadir. Bu alternatif miicadele
yontemlerinden biri de allelopatidir (Uludag, 2006). Allelopati; bitki organlarindan
salgilanan bilesiklerin, etkilesime girerek bitki biliylime ve gelisimini etkiledigi bir
stirectir. Allelopati kimyasallarin ¢evreye salinmasi yoluyla bir bitkinin, baska bir bitkinin
biiylime ve gelismesi lizerindeki dogrudan veya dolayli, olumlu veya olumsuz etkisidir
(Rice, 1984). Allelokimyasal olarak da adlandirilan maddeler kok, rizom, yaprak, tohum
gibi bitki organlarn tarafindan g¢evreye salinarak allelopatik etkilere neden olurlar.
Yabanci otlarla miicadelede allelopati; allelopatik bitkilerden elde edilen ekstraktlarin
kullanimiyla miimkiin olmaktadir (Kalinova, 2010). Yapilan allelopatik g¢alismalarin
cogu, yabanci ot ekstraktlarinin kiiltiir bitkileri {izerine etkilerini konu olarak almistir.
Liken ekstraktlarinin allelopatik etkilerinin arastirildigi ¢alismalar ¢ok daha azdir. Bu
ekstraktlarin yabani otlar ve kiiltlir bitkilerinin ¢imlenmesi iizerindeki allelopatik
etkilerinin aragtirilmasinin yan1 sira DNA diizeyindeki etkilerinin aragtirilmasi da oldukca

Onemlidir.

Genotoksisite, kimyasal ve fiziksel ajanlarin hiicredeki genetik materyale
etkilerinin incelenmesidir (Gupta, 2016). Cesitli bitki ve liken ekstraktlarinin farkli
bitkiler tizerindeki genotoksik etkilerinin arastirildig: ¢alismalar son yillarda artmaktadir.
Literatiirde ISSR ve RAPD gibi molekiiler belirtecler kullanilarak yapilan bir¢ok bitki
genotoksisitesi calismalar1 bulunmaktadir. Fakat caligmalarin ¢ogu agir metal kirliliginin
neden oldugu genotoksisite iizerine yogunlagsmistir. Sonug olarak likenlerin allelopatik
etkilerinin arastirildig1 ¢alismalara oldukga az rastlanmakta olup; literatiirde P. glauca
likeninin allelopatik 6zellikleriyle ilgili higbir ¢alisma bulunmamaktadir. Bu tez ¢aligmasi

bu liken tiirii ile allelopati ve genotoksisite alaninda yapilan ilk ¢alisma olacaktir.



Calismamizda P. glauca aseton ekstraktinin A. retroflexus, P. oleracea, S. verticillata
yabani otlarinin ve O. sativa kiiltiir bitkisi tizerindeki allelopatik ve genotoksik etkileri

arastirilmistir.
1.2. Liken Birligi

Likenler, mantarlar (mikobiyontlar) ile yesil alg veya siyanobakteriler
(fotobiyontlar) arasindaki ortak yasamdan meydana gelen simbiyotik birliklerdir.
Mikobiyont, simbiyotik birliktelie hakim oldugundan, likenler geleneksel olarak bir
mantar yasam formu olarak siniflandirilir. Likenin bilimsel ad1 aslinda birlikteki mantarin
adidir, bu nedenle likenler bilimsel ¢alismalarda liken olusturan mantarlar olarak da
adlandirilabilmektedir. Fotobiyont ise ait oldugu taksonomik grupta smiflandirilir

(Rankovic, 2015).

Bir mantar ile alg veya siyanobakteri tek bir tallus olusturarak bir araya gelir ve
simbiyotik bir birlik olusturur. Liken tallusu tek bir organizma gibi gériinmesine ragmen
bu tallusta Eukarya ve Bacteria olmak tiizere iki farkli domaine ait bireyler is birligi
icerisinde yasamaktadir. Liken birliginde mikobiyont, fotobiyonta goére baskindir ve
genellikle askuslu bir mantar Ascomycotina olmakla birlikte; Deuteromycotina veya
Basidiomycotina iiyesi de olabilir. Likenlerin yapisindaki fotobiyont ise Trebouxia gibi
bir yesil alg olabilecegi gibi Stigonema, Nostoc veya Gloeocapsa gibi bir siyanobakteri
de olabilmektedir (Nash, 2008).

Liken simbiyotik birliginde mikobiyont partneri tallusun ihtiyaci olan karbondioksit,
su ve mineral maddeleri saglarken; fotobiyont partneri ise karbondioksitten sentezledigi
organik maddeleri birlige verir. Mikobiyont ayrica fotobiyontu yogun giines 151gina
maruz kalmaktan ve kurumaktan korur (Rankovic, 2015). Cogu likenin ikili dogasi artik
yaygin olarak bilinmesine ragmen, bazi likenlerin {i¢ veya daha fazla ortak iceren
simbiyozlar oldugu daha az bilinmektedir (Nash, 2008). Cogu arastirmaci likenlerden,
tiim ortaklarin birlikten karsilikli fayda sagladig: klasik bir mutualizm olarak bahseder.
Ahmadjian (1994)’a gore liken birliginde mikobiyont partneri daha ¢ok fayda
sagladigindan, fotobiyont partneri likenlesmis halde serbest yasama gore daha yavas
bliytidiiglinden ve fotosentetik ortak eseyli iireyemediginden likenler kontrollii bir
parazitizm 6rnegi olarak kabul edilebilir. Mikobiyont partneri bu birliktelikten daha fazla

kazang elde etmekte ve yasami fotosentetik partnerin iirettigi bilesiklere bagli olmaktadir.



Buna ragmen likenlesme bir yarar-zarar iligkisi olarak tanimlanmak yerine basarili bir
simbiyoz 6rnegi olarak ele alinmaktadir.

Likenlerin morfolojik yapisini tanimlarken tallus goériiniisleri dikkate alinmaktadir.
Likenler talluslarinin goriintislerine gore kabuksu, yapraksi: ve ¢alimsi likenler olmak

tizere tice ayrilmaktadir (Karamanoglu, 1971).

a) Kabuksu Likenler: Genellikle kayalarin iizerinde gelisen ve tallusun kaya
ylzeyi ile kismen kaynastig1 likenlerdir. Talluslar1 kabuk seklinde yassi olan kabuksu
likenler, bazen hifleriyle kayalar1 eriterek kayalarin igine girerler. Kabuksu likenlerin
¢ogunun tallusu areol denilen kiiglik parcaciklardan olugmustur ve areolleri birbirine

baglayan yapilara protallus ad: verilir. Ornek olarak Lecanora ve Lecidea verilebilir.

b) Yapraksi Likenler: Talluslan kiiclik veya biiyiik loblara ayrilmigtir ve yaprak
seklindedir. Talluslarinin kenar kisimlar1 serbest olacak sekilde talluslariyla kabuksu
likenler gibi zemine tutunurlar. Yapraksi likenlerde lasiniat veya umbilikat olmak {izere
iki tip ayirt edilebilir. Lasiniat yapraksi likenler substratina sikica tutunmustur ve tutunma
organlar rizin ya da rizoidal hiflerdir. Omek olarak Parmelia ve Peltigera verilebilir.
Umbilikat yapraksi likenler ise merkezlerindeki disk sayesinde substrata tutunurlar.

Ornek olarak Umbilicaria verilebilir.

¢) Calims1 Likenler: Caliya benzeyen talluslari ince serit veya ipliksi sekilde
dallanmigtir. Tallus zemine ya hi¢ tutunmaz ya da tek bir noktadan tutunur. Kismen
dallanmis bir yap1 gosterirler. Bu likenler agac dallarindan sarkabilir veya dik olarak da
geligebilirler. Calimsi likenlerde korteks hifleri destek doku olarak gérev yapmaktadir.
Ornek olarak Usnea ve Cladonia verilebilir (Karamanoglu , 1971).

Likenlerde tallusun yapis1 fotobiyont ve mikobiyontun bir arada bulunma
sekillerine gore degisiklik gosterebilir. Eger fotobiyont ve mikobiyont dagilimi1 homojen
bir tabaka seklindeyse homomerik liken; fotobiyont ve mikobiyont heterojen dagilmis ve
farkli tabakalar varsa heteromerik liken adini alir. Heteromerik likenlerde iist kabuk
tabakasi ile 0z tabakas1 arasinda gonidium tabakasi adi verilen ayr1 bir katman olusur.

Likenler yayilis alanlar1 agisindan ekstrem kosullara uyum saglamislardir.
Kutuplardaki buzullardan, tropik yagmur ormanlarma kadar birgok ortamda gelisim
gosterebilirler. Bitkilerin veya yapraklarin tizerinde epifitik olarak; toprakta, kayada ve
taglarin lizerinde yasayabilirler. Ayrica tath su akintilar1 ve denizlerin gelgit bolgeleri gibi

habitatlarda bulunabilen likenler; besin kaynagi olarak, parfiim yapiminda, boya

4



yapiminda, dekoratif amagli, tedavide, hava kirliligi ¢alismalarinda biyoindikator olarak
kullanilabilmektedir (Nash, 2008).

1.2.1. Platismatia glauca (L.) W.L. Culb. & C. F. Culb

Platismatia glauca (L.) W.L. Culb. & C. F. Culb. iist yilizeyi beyazimsi, beyazimsi-
yesil veya sari, genellikle koyulasmis alanlar1 bulunan; alt yiizeyi simsiyah, kenarlari
kahverengi, piiriizsiiz veya ags1 sekilde burusuk epifitik bir liken tiiriidiir. Ust korteks 15-
25 um, medulla beyaz ve 60-200 um kalinliginda; alt korteks 16-25 um kalinligindadir.
Rhizinler ya hi¢ yoktur veya az bulunur; kahverengi veya siyahtir, basit veya dallanmig
olabilir. Apotesyum nadir bulunur, 0.5-1 cm, marjinal, perforat da olabilir. Himeniyum
34-56 pm, subhimeniyum 16-52 um ve I+ ile lavanta-parlak mor rengi reaksiyon verir.
Askus 8 sporludur, Askosporlar renksiz, basit ve elipsoid veya ovoid, 3.5-8.5 x 3-5
pum’dir. Piknidiyum goriilmez. Spot testlerde: Korteks K+ sar1, C-, KC-, P+ sar1; medulla
K-, C-, KC-, P-, UV- sonug verir. P. glauca korteksinde atranorin ve Kkloroatranorin;
medullasinda ise kaperatik asit sekonder metabolitleri ihtiva eder (Culberson ve
Culberson, 1968).

P. glauca likeni habitat olarak agaclar iizerinde (6zellikle konifer agaglar),
calilarda, odunlarin lizerinde, bazen kayalarda, nadiren toprakta yasayan bir liken tiirtidiir
(Nash vd., 2002). Platismatia glauca tiirliniin sistematik olarak siniflandirilmasi Gorsel
1.1°deki gibidir (Nash vd., 2002).

Regnum: Fungi

Phylum: Ascomycota
Subphylum: Pezizomycotina
Classis: Lecanoromycetes
Subclassis: Lecanoromycetidae
Ordo: Lecanorales

Familya: Parmeliaceae
Subfamilya: Parmelioideae
Genus: Platismatia

Species: Platismatia glauca

Gorsel 1.1. Platismatia glauca (L.) W.L. Culb. & C.F. Culb. likeninden genel bir goriiniim ve
swiflandirilmasi



1.3. Liken Metabolitleri

Likenlerin yasadig1 6zel kosullar bir¢ok metabolitin {iretilmesine neden olur.
Likenler tarafindan sentezlenen metabolitler primer ve sekonder olmak iizere iki gruba
ayrilir (Lawrey, 1986). Likenler simbiyotik yasamin dogal iriinleri olarak, yasamsal
islevler ile dogrudan ilgili primer metabolitleri sentezlerler. Bunlarin bir kism1 mantar,
bir kismi1 alg tarafindan sentezlenir. Bu metabolitlerin ¢ogu spesifik degildir ve ayrica
serbest yasayan mantarlar, algler ve daha yiiksek bitkiler tarafindan da tiretilebilir. Primer
metabolitlere O6rnek olarak proteinler, aminoasitler, polioller, karotenoidler,
polisakkaritler ve vitaminler 6rnek verilebilir. Genellikle suda ¢oziiniirler ve likenlerden

kolayca izole edilebilirler (Rankovic, 2015).

Likenler c¢evresel strese cevap olarak metabolizmalarinin dogal iirlinii olan
sekonder metabolitleri sentezlerler. Liken sekonder metabolitleri koruma, savunma,
cevresel kosullara uyum saglama gibi islevlere sahiptir (Cobanoglu Ozyigitoglu vd.,
2016). Liken sekonder metabolitlerinin ¢ogu likenlere Ozgiidiir ve asit 6zelliginde

olduklarindan ¢ogunlukla liken asitleri olarak da adlandirilir.

Liken asitleri simbiyotik yasamin bir {iriinii olarak meydana gelmektedirler
(Cobanoglu Ozyigitoglu vd., 2016). Liken sekonder metabolitlerinin ¢ogu, mantar
ortaklarindan kaynaklanir, fakat yalnizca organizmalar simbiyotik birliktelik icindeyken
tiretilir. Liken sekonder metabolitleri yapisal olarak benzersizdir ve ¢ogu, poliketid
biyosentetik yolundan (asetilpolimalonil yolu olarak da adlandirilir), birkaci sikimik asit
ve mevalonat biyosentetik yollarindan meydana gelir (Dayan ve Romagni, 2001). Liken
tiirline bagli olarak sentezlenen liken sekonder metabolitlerinin sayis1 ve ¢esidi degisiklik
gostermektedir, yani farkli liken tiirleri farkli sekonder metabolitler icermektedir. Bir
liken tiirii birden fazla sekonder metabolit sentezleyebilmektedir (Deduke vd., 2012).
Liken sekonder metabolitleri ya kortekste ya da medullada depolanir. Liken maddelerinin
bliyiik cogunlugu medullada birikir. En yaygin kortikal bilesikler usnik asit ve

atranorindir (Rankovic, 2015).

1.3.1. Liken metabolitlerinin sentez yolaklari

Liken sekonder metabolitleri asetil polimalonil, sikimik asit ve mevalonik asit

olmak iizere li¢ sentez yolagindan sentezlenir.



Asetil polimalonil (poliketid) yolu depsid, depsidon, depsone, dibenzofuran, usnik
asit, ksanton, antrakinon, kromon gibi en yaygin liken bilesiklerini icerir. Asetil-
polimalonil yolu koenzim A'nin tiirevleri olan asetil-CoA ve malonil-CoA'y1 kullanir. Bu
metabolik yolda en karakteristik iki veya ii¢ orcinol veya B-orcinol tipi fenolik {initenin
ester, eter ve karbon-karbon baglantilari yoluyla baglanmasiyla olusan aromatik {irtinler
temsil edilir. Depsidlerin, depsidonlarin, dibenzofuranlarin, usnik asit ve depsonlarin
bliyiik cogunlugu bu tiir mekanizmalar tarafindan iiretiliyor gibi goriinmektedir ve hepsi
likenlere 6zglidiir. Kromonlar, ksantonlar ve antrakinonlar gibi diger aromatik bilesikler
tek, katlanmig bir poliketid zincirin i¢ halkalanmasi ile olusturulur ve genellikle liken
olusturmayan mantarlarin veya daha yiiksek bitkilerin {irtinleriyle ayn1 veya benzerdir

(Rankovic, 2015).

Depsid, depsidon ve depsonlar iki orsellinik asit fenol grubunun birbirine baglanarak
icerigindeki fonksiyonel (R) grubun yapisina ve fenil lizerindeki sayisina bagli olarak
farkli metabolitler ortaya ¢ikmaktadir. Dibenzofuranlar ise orsellinik asit halkalanmasi
sonucu olusan fenolden tiiremektedir. Usnik asitler de dibenzofuranlara benzer yapidadir
fakat orsellinik asit tipinde fenol yerine 2-metil flor asetofenon halkalari bulundururlar
(Cobanoglu vd., 2016). Atranorin, kloroatranorin, barbatik asit, lekanorik asit gibi
bilesikler iki-ii¢ orsinol veya beta orsinol molekiillerinin ester, karbon-karbon veya eter

baglari vasitasiyla sentezlenmektedir (Shukla vd., 2010).

Sikimik asit yolu iki tane fenilpiirivatin birlesmesiyle olusan terpenilkinon ve
pulvinik asit tiirevlerini igerir. Stictaceae familyasina ait likenlerin pulvinik asit
pigmentleri iirettigi bilinmektedir. Poliporik asit ve teleforik asit olmak tizere sadece iki
terpenilkinon bilinmektedir. Pulvinik asidin ise kalisin, epanorin, rizokarpik asit, vulpinik

asit gibi bir¢ok tiirevi vardir (Rankovic, 2015).

Az sayida liken sekonder metaboliti mevalonik asit yolagi ile sentezlenir.
Mevalonik asit yoluyla meydana gelen sekonder bilesikler arasinda triterpenler, terpenler,
terpenoidler, karotenler (P-karoten, vy-karoten, violoksantin, ksantofil), steroller

(ergosterol, fungisterol, B-sitosterol, steroidler) bulunur (Rankovic, 2015).
1.4. Allelopati

Allelopati Yunanca Allelo ve Patos sozciiklerinden meydana gelen ve birinin

digerine zarar1 anlamina gelen bir terimdir. Allelopati konusundaki ilk tarihsel ¢alisma



Theophrastus’a kadar uzanmaktadir. Theophrastus M. O. 285 yilinda Medicago sativa L.
(yonca) bitkisinin inhibitor etki gosterdigini ortaya koymustur (Chou, 2006). 1937 yilinda
Molisch tarafindan ortaya atilan allelopati terimi bitkiler arasindaki uyarici veya inhibitor
biyokimyasal etkilesimleri ifade etmektedir (Macias vd., 2004). Allelopati arastirmasi
yirminci ylizyilin baglarinda baglamis olsa da 1974’te E.L. Rice tarafindan yayimlanan
Allelopati kitabiyla bilim camiasinda taninmistir. 1984 yilinda Rice, allelopatiyi
kimyasallarin ¢evreye salinmasi yoluyla bir bitkinin baska bir bitkinin biiylime ve
gelismesi tizerindeki dogrudan veya dolayli, olumlu veya olumsuz etkisi olarak
tanimlamistir (Rice, 1984). Uluslararas1 Allelopati Dernegi allelopatiyi; bitkiler, algler,
bakteriler ve mantarlar tarafindan tiretilen sekonder metabolitlerin; tarimsal ve biyolojik

sistemlerin bitylime ve gelismesini etkiledigi bir siire¢ olarak tanimlamustir (Chou, 2006).

Allelopati ile ilgili ¢ok 6nemli bir nokta, etkisinin ¢evreye salinarak allelopatik etki
gosteren, allelokimyasal adli kimyasal bilesiklere bagli olmasidir. Allelokimyasallarin,
benzoik ve sinnamik asitler, alkaloidler, terpenoidler gibi ¢ok ¢esitli fenolik asitleri igeren
kok sizintilari, yaprak sizintilari, kokler ve diger bitki artiklar1 yoluyla kayda deger
miktarlarda ¢evreye salindigi bulunmustur (Rice, 1984). Bu bilesiklerin ¢imlenme ve
erken fide biiylimesi dahil olmak iizere bitkilerin biiylime ve gelismesini degistirdigi
bilinmektedir. Allelokimyasallar ¢esitli fizyolojik siiregleri degistiriyor gibi
goriinmektedir ve bitki bilylimesinin azalmasindan sorumlu hiicresel siiregler iizerinde
cesitli etkiler ortaya koydugu bilinmektedir. Bununla birlikte, belirli bir bilesigin,
bitkilerin biiyiimesi tizerinde toksik bir etkiye sahip oldugu biyokimyasal mekanizmanin

ayrintilart tam olarak bilinmemektedir (Zhou ve Yu, 2006).

Allelokimyasal terimi organizmalar tarafindan iiretilen feromonlar, allomonlardan
zehirler, toksinler, fitoaleksinler veya allelopatik ajanlar olmak tizere bir dizi kimyasali
kapsar (Olofsdotter, 1998). Allelokimyasallar, kokler, rizomlar, yapraklar, saplar, agag
kabugu, c¢igekler, meyveler ve tohumlar gibi bitki organlar1 tarafindan gevreye salinir.
Cok sayida allelopatik etkilesim tipik olarak negatiftir, pozitif iliskiler nadirdir.
Allelokimyasallar; fotosentez, solunum, su ve hormonal denge gibi c¢esitli fizyolojik
siireglerin bozulmasiyla; komsu bitkilerin tohumlarinin ¢imlenmesini baskilamak,
bitkilerin biiylimesini etkilemek, kok biiylimesine ve meristemlere zarar vermek gibi
etkiler gosterirler (Einhellig, 1994). Eylemlerinin altinda yatan neden esas olarak enzim

aktivitesinin inhibisyonudur. Bir allelokimyasalin bitki biiylimesini ve / veya tohum



cimlenmesini dnleme veya geciktirme kabiliyeti genellikle "allelopatik (veya fitotoksik)

potansiyeli" olarak tanimlanir (Soltys vd., 2013).

Liken sekonder metabolitleri allelokimyasallar olarak islev gorebilir ve komsu
briyofitlerin, mantarlarin, vaskiiler bitkilerin, mikroorganizmalarin ve hatta diger
likenlerin gelisimini ve biiyiimesini etkileyebilir (Goga vd., 2017). Likenlerin belirli
sekonder metabolitlerinin vaskiiler bitkiler {izerinde allelopatik etkileri oldugu
bilinmektedir. Bununla birlikte, liken tallusundaki bilesiklerin bitkiler tizerindeki
fitotoksik etkilerinin mekanizmalari hala yeterince anlagilmamistir (Lokajova vd., 2014).
Liken birligindeki mantar partnerinin allelopatik etkileri olan sekonder bilesikler
sentezledigi bilinmektedir. Cesitli liken sekonder metabolitlerinin biyoherbisit
potansiyelleri calismalarla kanitlanmis olup; vaskiiler bitkiler, yabani otlar ve diger
likenler tizerinde allelopatik etki gdsterdikleri bilinmektedir. Yine liken maddelerinin
tohum ¢imlenmesi ve fide biiylimesi tizerinde de cesitli etkileri bulundugu ¢aligsmalarla
kanitlanmistir (Tigre vd., 2012). Allelopatik etki gosteren maddelerin bitkiler tizerinde
gosterdigi cesitli etkiler bu maddelerin biyoherbisit olarak kullanim potansiyelleri tizerine

arastirmalart artirmistir.

1.5. Genotoksisite

Genotoksisite, kimyasal ve fiziksel ajanlarin hiicredeki genetik materyale
etkilerinin incelenmesi ve mutasyona neden olabilecek ajanlarin o6zelliklerinin
tanimlanmasidir. Deoksiriboniikleik asit (DNA) iizerinde meydana gelen degisiklikleri ve
DNA hasarin1 inceler. DNA, adenin (A), guanin (G), timin (T) ve sitozin (C)
bilesiklerinden olusan bir ¢ift sarmaldir. Bu kimyasallar, AT ve CG ciftleri olarak uzun
uzantilarda baglanir ve onlari bir arada tutan seker molekiillerine sarilir. Bu AT ve CG
kombinasyonlar1 proteinleri {ireten genleri olusturur. Ideal olarak DNA dizisi iireme
sirasinda meydana gelen rekombinasyon disinda degismez. Bununla birlikte hiicre
slirecinin bir parcasi olarak hem hiicresel kimyasallarla hem de toksik kimyasallarla
diizenli etkilesimden dolayr DNA hasar1 meydana gelir. Cok saglam bir onarim
mekanizmasi, DNA hasarin1 hizli ve ¢ok dogru bir sekilde onarir, ancak herhangi bir

nedenle DNA yanlig onarilirsa mutasyon meydana gelir (Gupta, 2016).



Genellikle mutajenite ile karistirilsa da genotoksisite, mutajeniteden daha genis bir
spektrumu kapsar. Mutajenite, genotoksisitenin bir bilesenidir. Tim mutajenler
genotoksik iken, tiim genotoksik maddeler mutajenik degildir. Ornegin,
programlanmamis DNA sentezi, kardes kromatid degisimleri ve DNA zincir kirilmalari,
mutajenitenin degil genotoksisitenin dl¢iitleridir, ¢linkii kendileri hiicreden hiicreye veya
nesilden nesile aktarilamazlar. Ancak mutajenite, aktarilabilir genetik degisikliklerin
iiretimini ifade eder. Bu mutasyonlar esas olarak onceki nesillerden kalitilir ve bir birey
mutant geni her iki ebeveynden miras aldiginda ifade edilir. Ekspresyon i¢in yalnizca tek

bir baskin mutasyon yeterlidir (Gupta, 2016).

Mutajenite, DNA ve/veya kromozomal yapiyr degistiren ve sonraki nesillere
aktarilan olaylarla sonuglanir. Dolayistyla mutasyonlar tek bir baz ¢iftindeki, kismi, tek
veya c¢oklu genlerde veya kromozomlardaki degisiklikleri; kromozom segmentlerinin
silinmesi, c¢ogaltilmast veya yeniden diizenlenmesi ile sonuglanan kromozom
kirilmalarini; kromozom sayisinda (yani andploidi) degisikligi (kazang veya kayip); ve

mitotik rekombinasyonu igerir.
1.5.1. Genotoksisite tespitinde kullanilan testler

Genotoksisite testleri gen mutasyon testleri ve kromozomal testler olmak tizere iki

baglikta toplanir.
Gen Mutasyon Testleri

a) Ames testi: Belirli bir kimyasalin test organizmasinin DNA’sinda mutasyonlara
neden olup olmadigini bakterileri kullanarak test eden bir yontemdir. En yaygin
kullanilan genetik toksikoloji testlerinden biri olan Ames testi nokta mutasyonlarini tespit
eder ve bilesigin mutajenik olma potansiyelini ve bu nedenle hayvan veya insanlara

verilmesi halinde karsinojeneze neden olabilecegini gosterir (Loomis ve Hayes, 1996).
Kromozomal Testler

a) Kromozomal aberasyon: Kromozomal aberasyon, DNA ¢ift zincir kiriklarinin
farkli onarim mekanizmalar1 tarafindan {retilen genis bir DNA degisiklikleri
spektrumunun mikroskobik olarak goriilebilen kismidir. Kirilma noktalarinin
kromozomlar aras1 ve kromozom i¢i dagilimi rastgele degildir. Kromozomal aberasyon

testinin amaci mitoz asamasinda yapisal kromozomal aberasyonlara neden olan
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bilesikleri ve somatik hiicre mutajenlerinin esey hiicrelerinde etkin olup olmadigini
saptamaktir. Kromozom preparatlarinda metafaz incelenerek  degerlendirme
yapilmaktadir. Kromozomal aberasyon iyonlastirici radyasyona ve diger genotoksik
ajanlara maruz kalmanmn O©nemli biyolojik sonuglarindan biri olarak karsimiza

¢ikmaktadir (Latt ve Schreck, 1980).

b) Kardes Kromatit Degisimi (Sister Chromatid Exchange): Kardes kromatit
degisimi, somatik hiicrelerde iki 6zdes kromatit arasinda meydana gelebilecek materyal
degisimini ifade eder (Loomis ve Hayes, 1996). Kardes kromatit degisiminde kromozom
morfolojisi degismez yalnizca kardes kromatitler arasinda, 6zdes bir sekilde genetik
materyal aligverisi olur. Bu test homolog kromozomlarinin gen lokuslar1 arasindaki DNA
replikasyon tirlinlerinin degisimini test etmektedir ve mikroskopik olarak tanimlanarak
kromozomal hasarlar gosterilebilmektedir. Ozellikle DNA replikasyonu ile etkilesime
giren mutajenlerin saptanmasint  ve kimyasal ajanlarin mutajenik etkilerinin
belirlenmesini saglar. Deneysel ¢alismalarda da kromozomlarda meydana gelen yapisal

degisimlerin arastirilmasinda kullanilir (Fidan, 2008).

¢) Tek Hiicreli Jel Elektroforezi (Comet Assay): Tek hiicreli jel elektroforezi
kromozomal sapmalarin degerlendirilmesi amaciyla gergeklestirilen bir in vitro tekniktir
(Loomis ve Hayes, 1996). Canli populasyonlarinda, hiicre diizeyinde DNA sarmal
kiriklar1 vasitasiyla meydana gelen hasarlarin tespit edilmesinde kullanilan, basit, hizli
fakat hassas bir yontemdir (Ozkara ve Akyil, 2015). Tek hiicreli jel elektroforezi diisiik
DNA hasarlarinin belirlenebildigi, uygulanmasi kolay bir yontemdir. Ayrica az miktarda
hiicreyle analiz yapilabilir, degisik hiicre ve doku gruplari ile uygulanabilir ve ekonomik

olmasi nedeniyle yaygin kullanilan bir yontemdir (Fidan, 2008).

d) Mikroniikleus Testi (Micronuclei Test): Mikroniikleus Testi (MN) fiziksel ve
kimyasal ajanlarin olusturdugu kromozom hasarini tespit etmek amaciyla kullanilan bir
yontemdir. MN testi 1950’lerde bitkilerdeki kromozom hasarin1 6lgmek amaciyla
kullanilmaya baglanmistir (Sekeroglu ve Atli-Sekeroglu, 2011). Mikroniikleus, mitoz
stirasinda ortaya ¢ikan, bir kromozom veya bir kromozom fragmanindan kdken alan, esas
¢ekirdege dahil olmayan kiigiik bir ¢ekirdek olarak tanimlanir (Loomis ve Hayes, 1996).
Gegmisten giinlimiize kadar ¢ok yogun bir sekilde uygulanmis olan mikrontikleus testi
ucuz, duyarl ve kisa siireli olmasi nedeniyle tercih edilmektedir. Mikroniikleus sayisinin

artmasi1 fiziksel veya kimyasal ajanlarin hiicrelerde meydana getirdigi kromozom
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diizensizliklerinin bir gostergesi olarak degerlendirilir. Bundan dolay1 hiicrelerde
meydana gelen mikroniikleus sayisindaki artis genomik kararsizligin bir gdstergesi olarak

tanmimlanmaktadir (Fidan, 2008).
1.5.2. Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR)

PCR spesifik bir DNA pargasinin segilerek 1s1 vasitasiyla hiicre disinda
cogaltilmasini saglayan bir yontemdir. PCR yontemi kopyalanmak istenen bdlgenin iki
ucuna 0zgli tamamlayici oligoniikleotid primerler kullanilarak genin enzimatik olarak

sentezlenmesine dayanir. (Saiki vd., 1988).

PCR dongiisti denatiirasyon, baglanma ve uzama asamalarindan meydana gelir.
DNA ¢ift zincirinin 94-98 °C sicaklikta birbirinden ayrilmasi denatiirasyon asamasidir.
Baglanma agamasinda primerler 37-50 °C sicaklikta hedef DNA’ya baglanir. DNA
polimerazin primerleri 70-72 °C sicaklikta primerleri uzatmasi ise uzama asamasidir. Bu

dongii 30-45 defa tekrarlanir.

Kalip olarak kullanilan DNA molekiilii, kalip iplige tamamlayict DNA ipligi
olusturan DNA polimeraz enzimleri, uygun PH kosullarini saglayan Tampon, Polimeraz
aktivitesini uyaran MgClI,, Kalip DNA’ya baglanacak olan Primerler, DNA {iretiminde
kullanilacak olan deoksiriboniikleozid tri fosfat karisimi (dANTP) PCR’in temel
bilesenlerini olusturur.

Optimizasyonu diizgiin yapilmayan PCR’da; PCR iiriinliniin az olmasi, spesifik
olmayan bantlarin meydana gelmesi, primer-dimer olusumlari, DNA kaynaginin
kontamine olmasi, beklenilen dizilerden farkli dizilerin meydana gelmesi, primerlerin
yanlis uzamasi gibi problemler meydana gelebilir. Boyle durumlarin 6niine gegmek ve
PCR’dan istenilen verimi elde etmek i¢in PCR optimizasyonun diizgiin ve dikkatli bir

sekilde yapilmas1 gerekmektedir.

1.5.2.1. PCR yéntemine dayali molekiiler belirteg¢ sistemleri

PCR yontemine dayali molekiiler belirtecler Rastgele Arttirilmis Polimorfik DNA
(RAPD), Basit Tekrarli Diziler Arasi Polimorfizm (ISSR), Basit Dizi Tekrarlar1 (SSR) ve
Cogaltilmis Parca Uzunlugu Polimorfizmi (AFLP)’dir. RAPD, ISSR ve AFLP dominant
molekiiler belirteg; SSR kodominant molekiiler belirtegtir. Tiim bu belirtecler belirli
avantaj ve dezavantajlara sahiptir (Wu vd., 2005).
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Tablo 1.1. PCR Yontemine Dayali Stk Kullanilan Belirteglerin Karsilastirilmast

Belirtec Polimorfizm Dominanthk Otomasyon Maliyet
ISSR Yiiksek Dominant Orta/Yiiksek Diisiik
RAPD Orta/Yiiksek Dominant Orta Diisiik
SSR Yiiksek Kodominant Orta/Yiiksek Diisiik
AFLP Yiiksek Dominant Orta/Yiiksek Orta

AFLP ya da Cogaltilmis Parca Uzunlugu Polimorfizmi Teknigi PCR temelli bir
molekiiler belirtectir. Restriksiyon enzimlerinin ve PCR tekniginin bir arada kullanildig:
polimorfizm oran1 yiiksek bir yontemdir (Vos vd., 1995). AFLP Teknigi tek bir
organizmadan DNA izolasyonu ile baslayan, DNA’nin restriksiyon enzimleriyle
parcalanmasi ve elde edilen DNA parcgalarinin adaptorler vasitasiyla ligasyona maruz
birakilmasi, ardindan PCR ile ¢ogaltilmasini igeren bir tekniktir (Filiz ve Kog, 2011).
AFLP maliyetli ve karmasik bir yontemdir, her basamak i¢in ayr1 optimizasyon yapmak
gerekmektedir (Li ve Quiros, 2001). Bu dezavantajlarina ragmen polimorfizm oraninin
yiksek olmasi ve fazla miktarda lokusu tarayabilmesi AFLP Teknigi’nin

avantajlarindandir.

Basit Dizi Tekrarlart Teknigi, Mikrosatellit veya SSR olarak adlandirilan teknik
Rafalski ve Tingey tarafindan gelistirilmistir. Mikrosatellitler 2-6 niikleotid uzunlugunda
ve DNA dizilerinde tekrar edilen en kiiciik birimlerdir (Frankham vd., 2004). SSR teknigi
iki mikrosatellit tekrar bolgesinin arasindaki DNA pargalarinin ¢ogaltilmasini temel alir.
Cogaltilan PCR iiriinleri jel veya otomatik sekans cihazinda degerlendirilir. Polimorfizm
acisindan 1y1 sonuglar saglamasi, kararli bir belirte¢ olmasi, az DNA gerektirmesi SSR’1n
avantajlarindandir. Mikrosatellit bolgelerinde mutasyon orani yiiksek olabileceginden
primer baglanma noktalarinda degisiklikler olabilir. Bunun sonucunda anlamsiz aleller
olusmasi, zaman ve emek isteyen bir teknik olmasi ve 6zel primer kullanimina ihtiyag

olmas1 SSR tekniginin dezavantajlarindandir (Tautz, 1989; Giilsen ve Mutlu, 2005).

ISSR ya da Basit Tekrarli Diziler Arast Polimorfizm Teknigi, tekrarlanan
niikleotidlere sahip DNA zincirlerinin primer olarak kullanildigi ve bu primer ile iki
mikrosatellit arasi bolgenin g¢ogaltildigi bir tekniktir. ISSR teknigi 5’ ve 3’ sonda
giiclendirilen, kisa ve tekrarlanan DNA zincirlerinin primer olarak kullanilarak, PCR

sonunda elde edilen iiriinlerin elektroforez ile biiyiikliiklerine ayrilmasi ve DNA’larin jel
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tizerinde goriintiillenmesi asamalarini igerir (Bornet vd., 2002). ISSR Tekniginde primer
olarak ikili, t¢lii, dortlii veya besli tekrar eden niikleotid iceren primerler kullanilir
(Giilsen ve Mutlu, 2005). ISSR primerlerinin uzunlugu genellikle 15-30 niikleotid
arasindadir ve tek primer kullanilir. RAPD yontemine benzemesine ragmen bant sayisi

ve primerlerin baglanma sicaklig1 yiiksektir.

ISSR’nin  dominant belirteg ve otomasyon seviyesinin yiiksek olmasi,
uygulamasinin basit, hizli ve ucuz olmasi; ¢ok diisiik miktarda dokunun yeterli olmasi
ISSR’nin belirgin avantajlarindandir. En 6nemli avantaji dizi bilgisi gerekmeden primer
dizaynimin yapilabilmesi ve yliksek polimorfizm gostermesidir. Genotoksisite, genetik
benzerlik, taksonomi, genom haritas1 gibi bir¢ok calismada kullanilabilen bir tekniktir

(Trojanowska ve Bolibok, 2004).

Rastgele Arttirilmig Polimorfik DNA ya da RAPD Teknigi, DNA ve primerlerin
dizi bilgisine ihtiya¢ duyulmadan, genomik DNA’nin rastgele bolgelerinin ¢ogaltilmasi
esasina dayanir (Williams vd., 1990). RAPD tekniginde 6-10 niikleotid uzunlugunda
primerler kullanilarak, primerin DNA {izerinde yapisabildigi uygun genom bdlgeleri
cogaltilir. RAPD primerleri kalip DNA’nin her iki u¢ta komplementer olduklari bolgelere
yerlesirler ve hem ileri hem de geri primer gorevi goriirler. RAPD Teknigi genetik
haritalama, taksonomi ve filogenetik caligmalarda, genotoksisite ve karsinogenez

calismalarinda polimorfizmi saptamak i¢in kullanilmaktadir (Atienzar ve Jha, 2006).

RAPD Tekniginin ucuz bir yontem olmasi, az is giicli gerektirmesi, ¢abuk sonug
vermesi, az DNA ile dahi sonu¢ vermesi, primer tasariminin kolay olmasi, dizi bilgisi
gerektirmemesi, polimorfizm oraninin yiiksek olmasi ve kullanim alanlarinin genis

olmas1 6nemli avantajlarindandir (Filiz ve Kog, 2011).

Giivenilirliginin sinirli olmasi, farkli PCR kosullarinda farkli sonuglar verebilmesi
ve yorumlanmasinin zor olmast RAPD yonteminin dezavantajlarindandir. Bu durumun
online gecebilmek i¢in PCR optimizasyonunun diizgiin bir sekilde yapilmasi

gerekmektedir.
1.5.2.2. Genotoksisitenin belirlenmesinde molekiiler belirteclerin Kullanimi

Son yillarda toksik maddelerin organizmalar iizerindeki etkilerini optimize edilmis
kosullar altinda degerlendirmek icin molekiiler belirteclerin temel bir ara¢ olarak

kullanilabilecegi vurgulanmaktadir.
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RAPD tekniginin kat1 bir sekilde optimize edilmis kosullar altinda toksikolojik
etkileri degerlendirmek i¢in faydali bir belirte¢ oldugu; oOzellikle genotoksisite
caligmalarinda nispeten ucuz olmasi, sekans verileri elde etmek zorunda kalmadan ¢ok
sayida lokus hakkinda bilgi vermesi nedeniyle tercih edildigi bilinmektedir (De Wolf vd.,
2004). Ayrica RAPD bant profillerindeki kazang, kayip ve yogunluk farkliliklarinin
genotoksik ajanlar tarafindan indiiklenen DNA hasari, mutasyon veya yapisal
diizenlemelerle ilgili mutasyonlarinin sonucunda meydana geldigi belirlenmistir (De
Wolf vd., 2004). Yine RAPD ile benzer sekilde ISSR tekniginin de genotoksisite, genetik
cesitlilik caligmalari, toksisite deneyleri, DNA hasar ve mutasyonlarini belirlemek i¢in
tercih edilen bir molekiiler belirteg¢ oldugu bilinmektedir (Neeratanaphan vd., 2014). Tek
bir molekiiler belirte¢ biitlin ihtiyaglar1 karsilayamadigindan birden fazla belirte¢ bir
arada kullanilabilmektedir. Giivenilir, tekrarlanabilir, analiz ve otomasyonu uygun
sekilde yapilabilen belirteclerden uygunluk gosterenler galismalar igin secilmektedir
(Tamam, 2008).

1.6. Konu ile ilgili Yapilan Calismalar
1.6.2. Allelopati ile ilgili cahismalar

Sorghum halepense’nin yaprak ve rizom ekstraktlarinin = Setaria viridis,
Amaranthus retroflexus, Aristida oligantha, Digitaria sanguinalis, Bromus tectorum,
Bromus japanicus ve Lycopersicon esculentum iizerindeki etkilerinin arastirildigi
calismada Bromus tectorum disindaki bitkilerin tohum c¢imlenmesinin engellendigi
belirlenmistir (Abdul-Wahab ve Rice, 1967).

Carley ve Watson (1968) 23 bitki tiirtinden elde edilen ekstraktlarin yonca, bugday,
turp ve marul tohumlar {izerindeki etkilerini arastirmiglardir. Patates, seker pancari,
adagay1, bezelye, yonca ve fasulyeden elde edilen 6ziitlerin ¢imlenen tohumlar tizerinde
toksik etki gosterdigini; Douglas kdknar1 ve sfagnum yosunundan elde edilen 6ziitlerin

ise tohum ¢imlenmesini tesvik edici etki gdsterdigini tespit etmislerdir.

1990 yilinda iilkemizde yapilan ilk allelopati c¢alismasinda Raphanus sativus
ekstraktlarmin 25 yabanci ot 32 kiiltiir bitkisi tizerine etkileri belirlenmistir. Raphanus
sativus ekstraktlarinin 4 kiiltiir bitkisi (Lactuca sativa, Nicotiana tabacum, Phaseolus sp.

Trifolium sp.) ve 11 yabanci otun (Alhagi sp., Alopecurus myosuroides, Cachia maritima,
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Capsella bursa-pastoris, Convolvulus arvensis, Cuscuta sp., Daucus carota, Hirchfeldia
incana, Ochtodium aegyptiacum, Sisymbrium polyceratium, Sorghum halepense) tohum
c¢imlenmesini olumsuz yonde etkiledigini, diger bitkiler iizerinde ise istenilen diizeyde bir

etki goriilmedigini belirtmislerdir (Uygur vd., 1990).

Uygur vd. (1991) yaptiklar1 arastirmada Raphanus sativus ekstraktlarinin
biyoherbisit etkilerini incelenerek Raphanus sativus ekstraktlarinin Alhagi sp.,
Convolvulus arvensis L., ve Sorghum halepense tohumlarinin ¢imlenmesini engelledigi

ve biyoherbisit olarak kullanim potansiyelinin miimkiin oldugunu belirlemistir.

1997 yilinda allelopatik etki gosteren ve bazi yabanci ot tiirlerinin ¢imlenmesini
etkileyen bitkiler aragtirilmigtir. Eucalyptus camaldulensis Dehn., Juglans regia L., Melia
azedarach L., Nerium oleander L., ve Raphanus sativus bitkilerinden elde edilen
ekstraktlar1 Alopecurus myosuroides Huds., Lactuca sativa L., Lolium multiflorum Lam.,
Raphanus raphanistrum L. gibi kislik yabanci ot tohumlar1 ve Amaranthus retroflexus
L., Digitaria sanguinalis (L.) Scop., Portulaca oleracea L., Prosopis stephaniana Kunth.
ve Xanthium strumarium L. gibi yazlik yabanci ot tohumlarina uygulanmistir. Yapilan
caligmada N. oleander ve M. azedarach bitkilerine ait ekstraklarin en iyi sonucu verdigini
ve yabancit ot tohumlarmin ¢imlemesini engelledigini; ayrica L. sativa ve L.

multiflorum’un ¢imlenme oranlarinin sifirlandig1 belirlenmistir (Uygur vd., 1997).

Farkli tip Cladonia verticillaris liken ekstraktlarinin ve fumarprotocetrarik asidin
Allium cepa ¢imlenmis fidelerinin erken biiylimesi {izerindeki allelopatik aktivitesinin
arastirlldigi ¢alisma sonucunda C. verticillaris’in allelopatik etkisinin kimyasal
bilesimlerine ve konsantrasyonlarina bagli oldugunu, C. verticillaris total ekstraktinin ve
fumarprotocetrarik asidin A. cepa’nin ¢imlenme orani iizerinde ne engelleyici ne de
uyarict etki gostermedigi; kok uzunlugunun ise C. verticillaris’in total ekstrakti

tarafindan 6nemli 6l¢iide uyarildig: belirlenmistir (Yano-Melo vd., 1999).

Kabuklu liken ve aga¢ kabugu ekstraktlarmin Ceratodon purpureus ve Funaria
hygrometrica yosunlariin sporlarinin ve ayrica Vriesea splendens (Bromeliaceae) ve
Lepidium sativum (Brassicaceae) tohumlarmin ¢imlenmesi tizerindeki etkisinin
incelendigi arastirmada kabuklu liken ekstraktlarinin Cryptotheca sp. ve Pertusaria sp.
sporlariin ve tohumlarinin ¢imlenmesini engelledigini, Vriesa’nin ¢imlenme oranini

azalttigini, Lepidium’un ise ¢imlenmesini tesvik ettigi saptanmistir (Frahm vd., 2000).
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Berberis vulgaris, Mentha longifolia, Salvia limbata ekstraktlarinin Zea mays
(misir) bitkisinin ¢imlenmesi ilizerindeki allelopatik etkilerinin belirlendigi calismada
bitki ekstraktlarinin farkli konsantrasyonlarinin, misir tohumlarinin ¢imlenmesinde farkli

allelopatik etkiler gosterdigi tespit edilmistir (Agar vd., 2006).

Koloren (2007) Brassica juncea L. (Hint hardali) ortiici bitkisinin, kiiltiir bitkileri
olan marul ve musir ile yabanci ot tiirlerinden Amaranthus retroflexus L. ve Lolium
perenne L. {izerindeki allelopatik etkisini belirleyerek, bitki ekstraktlarinin (%5, %25,
%350) marul ¢imlenmesini sirastyla %10,96, %45,21 ve %59,58, misir ¢imlenmesini
%12,82, %30,77, %78,84, yabanci otlardan A. retroflexus’u %23.29, %41.10 ve %93.15,
L. perenne’yi %2.15, %39.78 ve %91.29 oraninda azalttigini bildirmistir.

Beyaz turp (Raphanus sativus L.), siyah turp (Raphanus sativus L. var. niger),
findik turpu (Raphanus sativus L. var. radicula) ve antep turpu (Raphanus sativus L.)
bitkilerinden elde edilen ekstraktlarin tarlalarda sorun yaratan yabanci otlardan horozibigi
(Amaranthus retroflexus L.), semizotu (Portulaca oleracea L.), kisir yabani yulaf (Avena
sterilis L.), it tizim@ (Solanum nigrum L.) tizerindeki allelopatik etkilerini tespit etmek
amaciyla yapilan calismada allelopatik etkinin ekstraktlarin artan konsantrasyonuna
paralel sekilde tohum c¢imlenmesini azaltti§i belirlenmistir. Sonu¢ olarak yabanci ot
tohumlar1 arasinda en az ¢imlenme horozibigi, semizotu ve hardal tohumlarinda

gozlenmistir (Ozdemir, 2007).

Madimak (Polygonum cognatum Meissn.) bitkisinin allelopatik potansiyelinin
arastirildigr allelopati calismasinda Madimak bitkisinin farkli konsantrasyonlari 8
yabanct ot (Abutilon theophrastii, Amaranthus retroflexus, Agrostemma githago,
Trifolium repens, Echinochloa crus-galli, Avena sterilis, Chenopodium album, Rumex
crispus) ve 8 kiiltiir bitkisi (Beta vulgaris, Lactuca sativa, Cucumis sativus, Capsicum
annuum, Lepidium sativum, Lycopersicum esculentum, Medicago sativa, Triticum
vulgare)’nin tohumlarina uygulanmistir. Calismanin sonucunda Madimak ekstraktinin
hem kiiltiir hem de yabanci ot tohumlarinin ¢imlenmesi ve fide gelisimi iizerinde
fitotoksik etki gosterdigi ve ekstraktin artan konsantrasyonuyla birlikte tohum

cimlenmesi lizerinde engelleyici etki yaptigi tespit edilmistir (Yilar, 2007).

Cladonia verticillaris likeninin Lactuca sativa (marul)’nin tohum g¢imlenmesi ve

biiylimesi tizerindeki allelopatik ve biyoherbisidal etkisinin arastirildig: ¢alismada farkl
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konsantrasyonlarda ekstraktlar ve saf bilesikler kullanilmistir. Laboratuvar kosullarinda
gerceklestirilen deneylerde C. verticillaris ekstraktlarinin L. sativa tohumlarinin
cimlenmesi lizerinde herhangi bir etki gostermemesine ragmen, hipokotilde ve kok
gelisiminde degisiklikler meydana geldigi ortaya konulmustur. Eter veya aseton
ekstraktina maruz birakilan fideler, kontrollere kiyasla daha az hipokotil biiyiimesi
gostermistir. Buna karsilik, hipokotil ve kdk biiyiimesinin uyarilmasi, sadece farkli
konsantrasyonlarda protosetrarik asit varliginda goézlenmistir. Sonug¢ olarak
fumarprotocetrarik ve protosetrarik asitlerin yiiksek konsantrasyonlarinin L. sativa
fidelerinin gelisimini etkidigi ve C. verticillaris ve asitlerinin biyoherbisit potansiyele
sahip oldugu kanitlanmigtir (Tigre vd., 2012).

Ozdemir ve Uremis (2013) Raphanus sativus L. (Antep turpu), Raphanus sativus
L. var. niger (Siyah turp), Raphanus sativus L. (beyaz turp), Raphanus sativus L. var.
radicula (Findik turpu), Brassica campestris L. subsp. rapa (salgam) bitkilerinin
yapraklarindan farkli konsantrasyonlarindaki ekstraktlarin Amaranthus retroflexus L.,
Portulaca oleracea L. Sinapsis arvensis L., Avena sterilis L., Solanum nigrum L.
tohumlarmin ¢imlenmesi ve fide gelisimi ilizerindeki allelopatik etkileri arastirilmistir.
Calismanin sonucunda ckstraktlarin artan dozlarmin A. retroflexus, P. oleracea, S.
arvensis ve S. nigrum tohumlarinin ¢imlenmesi ve fidelerinin gelismesi iizerinde

engelleyici etkisi oldugu belirlenmistir.

Himalaya Likeni Parmelia reticulata Taylor’in heksan, etil asetat ve metanol
ekstraktlarinin farkli konsantrasyonlarinin (50,25 ve 12,5 pg/ml~1) son derece yikici bir
yabanci ot olan Phalaris minor tizerindeki allelopatik etkilerini ve Phalaris minor’un
tohum ¢imlenmesi ve erken fide biiylimesi lizerindeki etkileri arastirilmistir. Calismanin
sonucunda 50 pg/ml~1 heksan ve etil asetat ekstraktlarinin, tohum gimlenmesi iizerinde
maksimum zararli etki gdsterdigi ve 50 pg/ml~! dozunda heksan ekstraktinin P. minor

yabanci otunun erken fide biiyiimesini maksimum diizeyde inhibe ettigi tespit edilmistir

(Goel vd., 2014).

Umbilicaria decussata (Vill.) Zahlbr, Parmelina tiliacea (Haffm.) Hale ve Bryoria
fuscescens (Gycln.) Brodo & D. Hawkaw likenlerinin etanol ekstraktlarinin farkli
konsantrasyonlarinin (1, 3, 10, 30, 100 mg/ml) Triticum aestivum L. (ekmeklik bugday)
tohumlarinin ¢imlenmesi {izerindeki allelopatik etkisinin arastirildigi ¢aligmada

ekstraktlarin yiiksek dozlarina maruz kalan tohumlarin ¢imlenmedigi sonucuna
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ulagilmistir. Liken ekstraktlarimin diigiik dozlarimin bugday tohumlarimin ¢imlenmesi
lizerinde stimiilator etki, yliksek dozlarinin ise tohum ¢imlenmesini inhibe edici etki

gosterdigi belirlenmistir (Uzunkaya, 2015).

Bazi1 tibbi bitkilerin etanol ekstraktlarinin ¢esitli konsantrasyonlarinin (0, 1, 3, 10,
30, 100 mg/ml) bugday tohumlarinin ¢imlenmesi iizerindeki allelopatik etkilerinin
belirlendigi deneyde ekstraktlarin dozlar arttikga ¢imlenme oraninin kontrol doza gore
azaldigin1 bazi ekstraktlarin artan dozlarinin ise ¢imlenmeyi inhibe ettigi tespit edilmistir.
Buna bagli olarak da ekstraktlarin bugday iizerinde allelopatik etki gosterdigi ortaya
konulmustur (Zeren, 2015).

Bingdl ve Battal (2017) Verbascum cheiranthifolium var. asperulum ve Salvia
limbata bitkilerinin allelopatik potansiyelini belirlemek amaciyla bu bitkilerin su ve
metanol ekstraktlarin1 Portulaca oleraceae L. (semiz otu) ve Zea mays L.(musir)
tohumlarina uygulamisglardir. Bitkilerin su ve metanol ekstraktlarinin artan
konsantrasyonuna bagli olarak misir ve semiz otu bitkilerinin radikula ve plumula
uzunluklar ile ¢imlenme yiizdelerinin azaldigi belirlenmistir. Buna bagli olarak bu

ekstraktlarin biyoherbisit olarak kullanilabilecegi sonucuna varilmistir.

2019 yilinda yapilan bir allelopati ¢alismasinda Cicer arietinum L.’ nin farkli
konsantrasyonlarindaki ekstraktlariin Setaria verticillata (yapigkan ot) iizerindeki
fitotoksik etkileri belirlenerek konsantrasyon arttik¢a Setaria verticillata’nin ¢imlenme

ve fide bliylimesinin azaldig1 kanitlanmistir (Jaballah vd., 2019).

Turan (2021) tez ¢alismasinda Datura stramonium L. (seytan elmasi) tohumlarinin
ekstraktlarinin yabanci otlardan Amaranthus retroflexus L. (kirmizi koklii horozibigi),
Chenopodium album L. (sirken) ile Beta vulgaris L. (seker pancari) bitkilerinin tohum
cimlenmesi tizerindeki allelopatik etkilerini aragtirmistir. Tohumlara metanol ve su
ekstraktlarimin %1, 2, 4, 8, 16 konsantrasyonlar1 uygulanarak konsantrasyon arttikca
tohum c¢imlenmesinin azaldigi belirlenmistir. Su ekstrakti ile muamele edilen tiim
bitkilerde ¢imlenme goriiliirken, metanol ekstraktinin %8 ve %16’lik konsantrasyonunun
Amaranthus retroflexus ve Chenopodium album bitkilerinin ¢imlenmesini %100

engelledigi sonucuna varilmstir.
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1.6.3. Platismatia glauca ile ilgili calismalar

Parmelia saxatilis (L) Ach., Platismatia glauca (L.) W.L. Club. & C. F. Culb.,
Ramalina pollinaria (Wesstr.) Ach., Ramalina polymorpha (Liljeblad) Ach. ve
Umbilicaria nylanderiana (Zahlbr.) H. Magn.’nin metanol ekstraktlarinin in vitro
antimikrobiyal ve antioksidan aktiviteleri belirlenerek; ekstraktlarin bazi test

bakterilerine, mantarlara ve mayalara kars1 antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugu tespit

edilmistir (Gulluce vd., 2005).

Platismatia glauca ile ilgili bir diger calismada Fosfor (P) eklenmis veya
eklenmemis nitrojen (N) birikimine verilen tepkiler, {i¢ zit liken tiirii i¢in arastirilarak -
N’ye duyarli Alectica sarmentosa, N’ye daha toleransli Platismatia glauca ve N,
sabitleyici Lobaria pulmonaria tizerinde N birikiminin etkileri incelenmis ve P
mevcudiyetinin dnemli bir etken oldugu ortaya konmustur. N’nin epifitik likenler
tizerindeki olumsuz etkilerini hem hafifletebilecegi hem de yogunlagtirabilecegi
belirlenmistir. Sonugta A. sarmentosa ve L. pulmonaria, tiirlerle birlikte hem alg hem de
mantar bliyliime artislar1 sergilemistir. P. glauca ise simbiyozda bir bozulma oldugunu

diisiindiiren alg biiylimesi sergilemistir (Johansson vd., 2011).

Mitrovic vd. (2014) Platismatia glauca ve Pseudevernia furfuracea liken tiirlerinin
aseton, etil asetat ve metanol ekstraktlarinin antioksidan, antimikrobiyal ve antibiyofilm
potansiyellerini arastirmislar GC, GC/MS VE NMR ile yapilan fitokimyasal analiz, P.
glauca’da baskin bilesiklerin kaperatik asit, atrarik asit, atranorin ve kloroatranorin
oldugunu ortaya ¢ikarmistir. Calismanin sonucunda her iki tiiriin metanol ekstraktlarinin,
Pseudevernia furfuracea (95.33 pg/ml) i¢in en yiiksek IC50 degerine sahip en giiglii
antioksidan aktiviteleri gosterdigi belirlenmistir. Liken ekstraktlarinin, P. glauca igin
0,08 mg/ml ila 2,5 mg/ml arasinda saptanabilir MIC degerlerine sahip 11 bakteri susuna

kars1 6nemli anti bakteriyel aktiviteler gosterdigi tespit edilmistir.

Onemli liken tiirlerinden biri olan Platismatia glauca (L.) W.L. Culb. & C.F.
Culb.’nin insan lenfositleri lizerindeki etkilerinin incelenerek P. glauca’dan elde edilen
metanol ve su ekstraktlarinin hiicreler tizerindeki sitotoksik aktivitelerinin 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazzolyum bromiir ve laktat dehidrogenaz testleri ile
analiz edildigi deneysel calismada her iki ekstraktin tiim konsantrasyonlarinin (6,25-200

mg/L) negatif kontrole kiyasla istatistiksel olarak (p>0,05) hiicrelerdeki Toplam
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Antioksidan Kapasite’yi yiikselttigi ve ayn1 zamanda diisiik konsantrasyonlarinin genetik
hasar meydana getirmedigi belirlenmistir. Sonug olarak P. glauca likeninin dogal bir

antioksidan olarak kullanilabilecegi gozlenmistir (Emsen vd., 2018).

Seklic vd. (2018) Pseudevernia furfuracea ve Platismatia glauca likenlerinin
metanol, aseton ve etil asetat ekstraktlarinin kolorektal kanser (HCT-116 ve SW-480)
hiicre hatlar1 Ttzerindeki sitotoksik, proapoptotik ve pro-antioksidan etkilerini
arastirdiklar1 calismada kolorektal kanser hiicreleri tizerindeki sitotoksik etkileri, normal
insan fibroblast (MRC-5) hiicre dizisinden elde edilen etkilerle karsilastirmislardir.
Calismanin sonucunda P. glauca ekstraktlarinin, 72 saat sonra (IC50<40 pg/ml) HCT-
116 hiicreleri ilizerinde sitotoksik etkilere neden olurken, sadece metanol ve aseton
ekstraktlari, 24 saat sonra proapoptotik/nekrotik aktivite ile SW-480 hiicreleri iizerinde
sitotoksik etkilere sahip oldugu belirlenmistir. Ayrica liken ekstraktlarin, kolorektal
kanser hiicre hatlarinin hiicre canliligini ve go¢ potansiyelini biiylik dl¢iide degistirmis ve
HCT-116 hiicrelerinin tedavilere daha duyarli oldugu ve arastirilan her iki liken tiirliniin

de antikanser aktiviteye sahip maddelerin kaynagi olabilecegi sonucuna varilmistir.

Abdallah (2019) P. glauca liken tallusunun metanol ekstraktinin bazi bakteri ve
maya suslarina karg1 antimikrobiyal 6zelliklerini degerlendirmistir. P. glauca ekstraktinin
Candida albicans mayasina kars1 yiiksek antifungal aktivite gosterdigini ve buna gore P.
glauca tallusunun metal ekstraktinin, antimikrobiyal bir ilag olarak kullanilabilecegini

gosteren bazi bakteri yok edici 6zelliklere sahip oldugu belirlenmistir.
1.6.4. Genotoksisite ¢alismalar:

Kadmiyum (Cd) kirliliginin biyoindikatorii olarak arpa (Hordeum vulgare L.) fidesi
30-120 mgl~! arahiginda kullanarak Cd konsantrasyonunun artmasi ile arpa fidelerinin
kok uclarinda kok biiyiimesinin inhibisyonu ve toplam ¢oziiniir protein i¢eriginin azaldigi
tespit edilmistir. Cd muamelesini takiben kok uglarmin RAPD profillerinde normal
fidelere kiyasla bant yoklugu, normal bantlarin kayb1 ve yeni bantlarin goriiniimii gibi
degisiklikler meydana gelmistir. Ek olarak, degisikliklerin etkisinin doza bagli oldugu
belirlenmistir. Bu sonuglar, genomik kalip stabilitesinin Cd konsantrasyonundan énemli
Olctide etkilendigini gostermistir. Bu nedenle RAPD analizinin ¢evresel toksikoloji i¢in
bir arastirma aracit olarak ve Cd kirliliginin bitkiler tizerindeki genotoksik etkilerinin

tespiti i¢in faydali bir molekiiler belirteg tahlili oldugu belirlenmistir (Liu vd., 2005).
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Barbunya (Phaseolus vulgaris) fidelerindeki agir metallerin genotoksik etkilerinin
RAPD analiziyle incelendigi ¢alismada fideler 150 ve 350 mg. ™! konsantrasyonlarda
iki agir metale maruz birakilmistir. Polimorfizmler, muamele edilmis numunelerde,
muamele edilmemis numuneye kiyasla DNA fragmanlarinin varlig1r ve/veya yoklugu
olarak belirgin hale gelmistir. 350 mg.l~! dozunda ¢ok sayida hem eksik bant hem de
yeni amplifiye fragman gozlenmistir. Agir metallerin daha yliksek konsantrasyonlarinda
(350 mg.1~1 ) RAPD profillerinin 6nemli l¢iide etkilendigi belirlenmistir. Bu deneysel
¢alismanin sonucunda agir metale maruz birakilmis ve birakilmamis genomlar arasindaki
karsilastirma, RAPD analizinin g¢evresel kirleticilerin canli organizmalarda DNA’nin

yapisint nasil degistirdigini degerlendirmek igin kullanilabilecegini gostermistir (Enan,

2006).

Tarimsal 6neme sahip olan Eruca sativa’nin ii¢ agir metale (Zn, Pb ve Cd) maruz
birakildig1 arastirmada kok ve koleoptil uzunluklari {izerinde doza baglh etkiler
gbzlemlenmistir. Konsantrasyonu test edilen tiim bitkilerde kdk uzunlugunun koleoptil
uzunlugundan daha fazla etkilendigi belirtilmistir. Her {ic agir metalde de genotoksik
potansiyellerin siralamasi su sekildedir: Cd*? > Pb*2> Zn*2. Bu agir metaller arasinda
yiiksek konsantrasyonda Cd (150 mg/l) ve Pb (150 mg/l), fidelerin morfolojisinin
degismesiyle birlikte mutasyonlara neden olmustur. Yiiksek Cd konsantrasyonu altinda
kok ve koleoptil uzunluklar1 (cm), diisiik, orta ve yiiksek konsantrasyonlarda Pb ve Zn ile
muamele edilmis fidelere kiyasla azalmigtir. 20 ISSR primeri kullanilmis, bunlardan 4’
amplifiye olmamus, 3’1 tek bant vermis geri kalan 13 primer 6 bant olugturmustur (Primer
basina ortalama 4 bant). Amplifiye iirlinler sergileyen 16 primer monomorfik bant vermis;
sadece 2 primerin (OPC-5 ve OPC-7), sirasiyla orta ve yiiksek konsantrasyonlarda agir
metaller Cd ve Pb ile muamele edilen fidelerde benzersiz ekstra bant verdigi tespit
edilmistir (Al-Qurainy, 2010).

Kuraklik toleransina farkli tepkiler veren 6 yeni piring hatti ve 4 ¢esit arasindaki
genetik cesitliligi tespit etmek amaciyla yapilan ¢caligmada rastgele amplifiye polimorfik
DNA polimeraz zincir reaksiyonu (RAPD-PCR) ve basit dizi tekrarlar1 (ISSR) belirtegleri
kullanilmistir. Test edilen 16 RAPD primeri arasinda, primer basina ortalama 5.2 bant
(yaklasik 252 ila 1232 bg arasinda degisen) vermistir ve sadece 5 bant polimorfiktir. Test

edilen ISSR primerleri arasinda primer basina ortalama 4.4 bant sayisina sahip (yaklasik

22



80 ila 813 bp arasinda degisen) 5 amplifiye polimorfik ISSR lokus tespit edilmistir
(Youssef vd., 2010).

Aliminyumun 2 Plantago tiirli, Plantago almogravensis ve Plantago lagopus’un
kok ve yapraklarindaki mutajenik ve genotoksik etkilerinin ISSR belirte¢leri kullanilarak
ortaya konuldugu calismada her iki tiir de 7 ve 21 giin boyunca 400 uM Al’a maruz
birakilmistir. 10 ISSR primeri polimorfik bantlar tiretmistir. P. almogravensis’te Al
varliginda ve yoklugunda sirasiyla koklerde 257 ve 258 bant, yapraklarda 255 ve 265 bant
tretilmistir. P. lagopus’ta ayn1 kosullar altinda koklerde 279 ve 278 toplam bant,
yapraklarda 275 ve 274 bant {iretilmistir. Al muamelesinden sonra ISSR profillerindeki
degisiklikler, kontrollerle karsilastirilarak bant kazanci ve kaybi1 degerlendirilmis,
sonuglara gore genomik kalip stabilitesindeki (GKS) degisikliklerin ISSR profilleri ile
tespit edilebilecegi ortaya konmustur. Sonu¢ bu molekiiler belirtecin, Al’in DNA
profilleri tizerindeki etkilerini saptamak i¢in iyi bir ara¢ oldugunu, Al’in her iki tiirde de
DNA biitiinliigiine 6nemli dl¢iide miidahale etmedigi, ancak P. almogravensis’te P.
lagopus’a gore daha az ISSR kararlilig1 ortaya koydugunu gostermektedir (Correia vd.,
2014).

Cesitli  konsantrasyonlarda Pb(NO3), solusyonlarinda ¢imlenen domates
(Lycopersicum esculentum L.) tohumlari kuru agirlik, toplam ¢oziiniir protein igerigi, kok
uzunlugu ve nihayetinde inhibitér orani gibi popiilasyon parametrelerinin olg¢iildiigii
genotoksisite ¢alismasinda RAPD profillerinde bantlarin goriiniimii veya kaybolmasi
olarak yansitilan kursunun genotoksik etkisi tespit edilmistir. Metal toksisitesinin test
edilen bitkilerde ortaya ¢ikan ilk etkisinin kok uzamasinin inhibisyonu veya aktivasyonu

oldugu belirlenmistir (Soydam Aydin vd., 2015).

Nicosulfuron (NS) herbisitinin ¢imlenmis Zea mays (misir) tanelerinin kokleri
tizerindeki genotoksik etkilerini aragtirmak i¢cin NS 24, 48 ve 72 saat boyunca farkl
dozlarda (50, 125, 250, 500 ve 750 ppm) uygulanmistir. Koklerden DNA izolasyonu
yapilarak Zea mays genomundan DNA fragmanlari, RAPD (Rastgele Amplifiye Edilmis
Polimorfik DNA) ve ISSR (Inter Simple Sequence Repeat) primerleri kullanilarak PCR
teknigi ile amplifiye edilmistir. RAPD ve ISSR-PCR’nin analiz edilen elektroforez
profilleri, kontrole kiyasla yeni bantlarin ortaya ¢ikmasi veya bantlarin kaybolmasi gibi

bazi degisikleri agik¢a gostermistir. RAPD ve ISSR-PCR analizleri, NS’nin Z. mays

23



genomunda ciddi DNA dizi degisikliklerine neden oldugunu acgik¢a ortaya koymustur
(Eroz-Poyraz ve Poyraz, 2018).

On ¢esit Gentiana L. taksonunun metanol ekstraktlarinin ¢cimlenmis Allium cepa L.
kok uglarinda genotoksisitesinin belirlendigi arastirmada Gentiana ekstraktlarinin
genotoksisitesinin tespiti igin RAPD ve ISSR-PCR teknikleri kullanilmistir. 4 RAPD ve
3 ISSR primeri, tiim DNA ornekleri icin 10 RAPD ve 10 ISSR primeri arasinda
tekrarlanabilir polimorfik ve monomorfik bant modelleri {iretmistir. A. cepa’nin Gentiana
ekstraktlar1 ile muamele edilmis genomik DNA o6rneginden amplifiye edilen bant
profillerinde bant yogunlugu degisikligi, bantlarin kaybolmasi ve yeni bantlarin ortaya
cikmasiyla birlikte ciddi bir degisiklik olmadig1 belirlenmistir. RAPD ve ISSR-PCR bant
profillerinde zamana ve konsantrasyona bagli olarak herhangi bir degisiklik

gozlenmemistir (Eréz Poyraz vd., 2018).

Allium cepa koklerinde Adhatoda vasica yapraklarinin su ve alkol ekstraktlarinin
farkl1 konsantrasyonlarinin genotoksisitesini saptamak i¢in RAPD-PCR molekiiler
tekniginin uygulandig ¢calismada alkol ve su ekstraktlari i¢in sirasiyla (%1, %2, %3, %5
ve %7,5) ve (%10, %15, %20, %30 ve %40) konsantrasyonlar kullanilmistir. Calismada
kullanilan 10 rastgele primerden, 8 tanesi polimorfik bant gostermistir. Sonuglar sulu
ekstrakt i¢cin en ¢ok toksik olan konsantrasyonlarin %40 ve alkolik ekstrakt icin %7,5
oldugunu ve bu konsantrasyonlarin pestisit olarak kullanilabilecegini géstermistir (Jasim

ve Jawad, 2020).

Cucumis melo (Kavun) fidelerinin kok ve siirglinlerinde arsenik (As) kaynakli
genotoksisiteyi RAPD-PCR ve comet deneyleri kullanilarak arastirildigi ¢alismada kavun
fideleri 0, 100, 200, 300 ve 400 uM konsantrasyonlarinda 14 giin siireyle arsenige (As)
maruz birakilarak As birikim diizeyi, bilylime parametrelerindeki degisimler, DNA hasar1
incelenmistir. Kavun fidelerinde artan As konsantrasyonu ile biiylimede azalma
gozlenmistir. Total As siirgiin ve kok dokusundaki birikimler doza bagli olarak artmistir.
RAPD — PCR analizinde 26 primer tekrarlanabilir sonuglar vermis ve kontrol fidelerinde
toplam 128 bant iiretmistir. RAPD profillerinde kontrole kiyasla As ile muamele edilmis
fidelerde yeni bantlarin kayb1 veya goriiniimii gibi anlamli degisiklikler meydana

gelmistir (Surgun-Acar, 2021).
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1.7. Cahismanin Amaci:

Bu tez c¢alismasinin amaci epifitik liken Platismatia glauca aseton ekstraktinin
yabani otlardan Portulaca oleracea (semizotu), Amaranthus retroflexus (kirmizi koklii
horozibigi), Setaria verticillata (yapiskan ot) ve kiiltiir bitkilerinden Oryza sativa (geltik)
tizerindeki allelopatik ve genotoksik etkilerinin tespit edilmesi ve P. glauca likeninin

dogal bir herbisit olarak kullanim potansiyelinin belirlenmesidir.
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2. MATERYAL VE YONTEM
2.1. Materyal

P. glauca likeni, yabanc1 ot ve kiiltiir bitkisi tohumlar1 ¢alismanin ana materyalini
olusturmaktadir. Calismada kullanilan P. glauca liken 6rnekleri Bolu, Abant Daglari,
Derecedren Kdoyii’nlin Batisi’ndaki ormanlik alandan, Abies nordmanniana goévdesi

tizerinden 2015 yilinda Prof. Dr. Mehmet Candan tarafindan toplanmis ve tanimlanmaistir.

Calismada yabanci otlardan Amaranthus retroflexus (kirmizi kokli horozibigi),
Portulaca oleracea (semizotu), Setaria verticillata (yapiskan ot); kiiltiir bitkilerinden
Oryza sativa (geltik) tohumlar1 kullanilmistir. Yabanci otlardan Amaranthus retroflexus
(kirmiz1 kokli horozibigi) ve Setaria verticillata (yapiskan ot) tohumlar1 Eskisehir
Osmangazi Universitesi Ziraat Fakiiltesi deneme tarlalar1 kenar kisimlarindan Prof. Dr.
Emel Sozen tarafindan toplanmis, Nazlihan Aydin tarafindan tanimlanmistir. Bitkiler
laboratuvarda golgede kurutularak tohumlari c¢ikarilmistir. Elde edilen tohumlar
caligmada kullanilincaya kadar +4 °C’de buzdolabinda saklanmistir. Portulaca oleracea
(semizotu) tohumlar1 Istanbul Tarihi Eminénii Cigcek Pazari’'ndan (Arzuman
Tohumculuk, Purslane g¢esidi) temin edilmistir. Kiiltlir bitkisi Oryza sativa (geltik)
Osmancik 97 ¢esidine ait tohumlar ise Trakya Tarimsal Arastirma Enstitiisii’nden temin

edilmistir.
2.2. Yontem
2.2.1. Platismatia glauca liken ekstraktinin hazirlanmasi

Oncelikle P. glauca o6rnegi temizlenmis ve asetonda bekletilmistir. Filtre
kagidindan siiziilen liken 6rnegi Rotary Evaporatér’de 280 mbar, 42 °C, 104 rpm’de 1
saat bekletilerek ¢6ziicli buharlastirilmistir. Balon jojenin etrafina sabitlenen liken kati
maddesi kazinarak ¢ikarilmistir. Elde edilen liken kat1 maddesine 1:1 oraninda aseton
eklenerek P. glauca aseton ekstrakti hazirlanmistir. Ekstrakt igerisine esit oranda % 0,1
Tween 20 eklenerek total hacim 5 ml olacak sekilde distile suyla tamamlanmistir. Bu
cozelti farkli konsantrasyonlarda seyreltilerek cam kaplar igerisinde 151k almayacak

sekilde, aliminyum folyoya sarilarak +4 °C’de muhafaza edilmistir.

Liken ekstraktinin 50, 100, 150 ve 200 png/ml dozlar1 yabanct ot tohumlarinin
cimlendirilmesinde; 25, 50, 100 ve 150 pg/ml dozlari ise kiiltiir bitkisi geltik tohumlarinin

cimlendirilmesinde kullanilmistir.
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2.2.2. Tohum ¢imlendirme deneyleri

Calismalar Eskisehir Teknik Universitesi, Fen Fakiiltesi, Bitki Fizyolojisi ve
Genetik Laboratuvari’nda yiiriitiilmiistiir. Calismaya baslamadan ©Once tohumlarin
dormansisinin kirilip kirtlmadigint ve liken aseton ekstraktinin doz ayarlamalarini
belirlemek i¢in 6n ¢imlendirme denemeleri ve doz hesaplamalari yapilmistir. Oncelikle
tohumlar patojenlerle bulasik olma ihtimali disiiniilerek %1’°lik sodyum hipokloritte
(NaClIO) 1 dakika bekletildikten sonra 4 defa 1’er dakika siireyle distile su ile yikanarak
sterilizasyonlar1 saglanmistir. Calismada kullanilacak olan petri, ependorf, pens, kurutma
kagidi gibi arag ve gerecler dnceden otoklavda sterilize edilmis, ependorf ve petriler steril
kabinde etiketlenmistir. Ekimler steril kabinde, ¢imlendirme islemi iklim kabininde
gerceklestirilmistir. Deneyler 2 kat kurutma kagidi igeren 9 cm’lik cam petrilerde,
yabanci otlar i¢in petride 25 tohum; kiiltiir bitkisi i¢in 10 tohum olacak sekilde 4 tekrarl

olarak tasarlanmistir.

Saglam goriiniislii, parlak renkli tohumlardan segilerek 1,5’luk ependorf icerisine
konulmus, tizerine hazirlanan P. glauca aseton ekstrakti ¢alisma soliisyonu dozlarindan
eklenerek bir gece laboratuvarda karanlik ortamda bekletilmistir. Ertesi giin petrilere
ekimleri yapilmistir. Ekim yapilirken ¢aligma soliisyonundaki asetonun steril kabinde
havalandirma vasitasiyla ugmasi saglanmis, tohumlar pens yardimiyla kurutma kagitlar:
lizerine yerlestirildikten sonra petrilerin kapagi kapatilarak, Sanyo-MLR-350H marka
iklim kabininde yabanci ot tohumlar1 16 saat aydinlik/8 saat karanlik fotoperiyotta, 28
°C’de 30 giin boyunca; celtik tohumlar1 ise 13 saat aydinlik/ 11 saat karanlik
fotoperiyotta, 24 °C’de 14 giin ¢imlenmeye birakilmistir. Asagida calisilan tiim bitki

tohumlarinin ¢gimlenme deneylerinden fotograflar gosterilmektedir (Gorsel 2.1- 2.4).
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Gorsel 2.2. Semizotu ¢imlendirme ¢alismalarindan bir gériiniim
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Gorsel 2.4. Celtik ¢cimlendirme ¢calismalarindan bir gériiniim
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Tohumlar giinliik olarak sayilarak ihtiyaglarina gore distile su ile sulamalar1 yapilmistir.
Radikula kurutma kagidina temas ettiginde tohum ¢imlenmis kabul edilmistir. Cimlenme

ylizdesi (Yiicel, 2000)’e gore asagidaki gibi hesaplanmuistir:
Cimlenme Yiizdesi = (Cimlenen Tohum Sayis1 / Toplam Tohum Sayis1) x 100

Cimlenme deneylerinden elde edilen sonuglara SPSS (Statistics 20 package)
istatistik programinda One-Way ANOVA testi uygulanarak elde edilen ortalama degerler
arasindaki farkliliklar Tukey HSD testi (p < 0.05 duyarlilik) ile belirlenmistir. Ayrica,
cimlenme deneylerinin 14. gliniinde ¢imlenen fidelerin yapraklarindan DNA izolasyonu
icin materyal toplanmistir. Kesilen yaprak oOrnekleri aliiminyum folyolara sarilarak

etiketlenmis ve -20 °C’de saklanmustir.

2.2.3. DNA izolasyonu

Tiim yaprak Orneklerinden 2X CTAB (Cetyl trimethylammonium bromide)
yontemiyle DNA izolasyonu yapilmistir. 2X CTAB lizis tamponu bilesenleri Tablo
2.1°de gosterilmektedir.

Tablo 2.1. 2X CTA4B lizis tampon bilesenleri

NaCl 4.095 gr
Tris (1 M pH=8) 5ml
CTAB lgr
EDTA (0.5 M) 2ml
PVP 05¢gr

Cozeltinin son hacmi distile su ile 50 ml’ye tamamlanarak otoklavlanmis ve
sterilizasyonu saglanmigtir. Daha sonra tampona 200 pl f-merkaptoetanol eklenerek

kullanima hazir hale getirilmistir.
2X CTAB DNA izolasyon protokolii:

1. Swivi azotta havan yardimiyla ezilerek pudra haline getirilmis olan bitki dokusu

ornekleri 2 ml’lik ependorf tiiplere aktarilmistir.
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10.

11.

12.

. Calismadan hemen Once P-merkaptoetanol iceren 2X CTAB tamponu Su

banyosunda 62 °C’de 1sitilmigtir.

Ependorf tizerine 700 ul 2X CTAB tamponundan konularak su banyosunda 65
°C’de 30 dk inkiibasyona birakilmis ve her 5 dakikada bir tiipler yavasca asagi

yukari ¢evrilmistir.

Su banyosundan alinan her bir 6rnege 700 pl kloroform: isoamil alkol eklenerek
tiipler 10 dk boyunca yavasca elimizde asagi yukar1 cevrilerek karismasi

saglanmistir.
Ependorf tiipler 10000 rpm’de oda 1si1sinda 10 dk boyunca santrifiij edilmistir.

Santrifiij sonrasi iist fazdan alinan sivi kisim 1,5 ml’lik ependorf tiiplere

aktarilmistir. Aktarilan miktar pl cinsinden kaydedilmistir.

Aktarilan siipernatant DNA miktarinin 2/3’1 kadar -20 °C’deki isopropanolden

eklenmistir.
Tiipler yavasca ¢alkalanarak -20 °C’de 2 saat inkiibasyona birakilmaistir.

Inkiibasyondan sonra &rnekler 10000 rpm’de oda 1s1sinda 10 dk santrifiij edilmis

ve peletin diismemesine dikkat edilerek siipernatant dokiilmiistiir.

Orneklerin iizerine 250 ul %70’lik etil alkol eklenerek 5 dk boyunca 10000 rpm
santrifiij edilmis, etil alkol pelete dikkat edilerek dokiilmiistiir. Bu etil alkol ile

yikama islemi 2 defa gercgeklestirilmistir.

Daha sonra fazla etil alkoliin uzaklagmas1 i¢in 6rneklere santrifiijde kisa spin

attirilmastir.

Spin sonras1 ependorf tiiplerin dip kisminda biriken etil alkol damlalar1 20 pl’lik
mikropipetle dikkatlice gekilmis, tiipler kapaklari acik sekilde steril kabinde 20

dk brrakilarak peletler kurutulmustur.
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13. Kuruyan DNA peleti biiyiikliigine gore 100-150 pl steril deiyonize suda

¢Ozlindirilmistiir.

2.2.3.1. DNA miktar ve saflik tayini

DNA orneklerinin miktar ve saflik tayinleri Nanodrop spektrofotometre cihazinda
(ND-1000, Wilmington, USA) 260 ve 280 nm dalga boylarinda okunarak tespit
edilmistir. DNA kalitesini belirlemek icin DNA 6rneklerinden 8 pl alinarak %0,81ik
agaroz jelde 90 V’ta 30 dk yiiriitiilmiistiir. Jelde tek, parlak bir bant olarak gdzlenen DNA
ornekleriyle calismaya devam edilmistir. Nanodrop 6l¢liim sonuglarina gére DNA
ornekleri PCR calismalarinda kullanilmak tizere pl’sinde 2 ng olacak sekilde steril distile

su ile seyreltilmistir.
2.2.4. PCR Analizleri
2.2.4.1. ISSR PCR

ISSR-PCR analizi i¢in liken aseton ekstraktinin farkli dozlarina maruz birakilan
bitkilerden elde edilen DNA 6rnekleri ve Oligomer Biyoteknoloji A.S. laboratuvarlarinda
sentezlettirilen 4 adet ISSR primeri kullanilmistir (Tablo 2.2). Primerlerin baglanma

sicakliginin belirlenmesinde asagidaki formiil kullanilmaistir:
A+T)x2+(G+C) x4

Tablo 2.2. Amplifikasyonda kullanilan ISSR primerleri ile ilgili ayrintil bilgiler

Primer | Primerin Primer Baglanma Primer G/IC
no adi dizisi (5’ = 3") sicakhig uzunlugu (%)
°C) (be)
810 (GA)gT | GAG AGA GAG AGA GAG AT 50 17 44,44
812 (GA)gA | GAG AGA GAG AGA GAG AA 50 17 47,06
813 (CT)gT | CTCTCTCTCTCTCTCTT 50 17 47
814 (CT)gA | CTCTCT CTCTCTCTCTA 50,4 17 47,1
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PCR reaksiyonlar1 toplam 15 pl hacimde 1X Taq Buffer, 2 uM MgClI,, 2,5 uM dNTP,
2,5 uM Primer, 5 ng kalip DNA ve 1U Taq polimeraz enzimi kullanilarak hazirlanmigtir
(Tablo 2.3).

Tablo 2.3. PCR bilesenleri

Bilesen Miktar
dH,0 7,4 ul
10X Taq Buffer (Fermentas) 1,5 wl
25 Mm MgCI, (Fermentas) 1,2 ul
2,5 mM dNTP 1,2 ul
2,5 mM Primer 1 pl
Kahp DNA 2,5ul
Taqg DNA Polimeraz (Fermentas) 0,2 pl
Toplam 15 ul

Uygulanan PCR dongii kosullar1 ise Tablo 2.4’te verilmistir. PCR dongili kosullar
ondenatiirasyon i¢in 94 °C’de 4 dk, denatiirasyon i¢in 94 °C’de 45 sn, baglanma i¢in 50-
53 °C’de (primer baglanma 1s1sina bagli olarak) 45 sn, uzama icin 72 °C’de 90 sn ve son
uzama i¢in 72 °C’de 7 dk olacak sekilde gerceklestirilmistir. Denatiirasyon, baglanma ve
uzama agamalar1 "1 dongii" olarak kabul edilerek 45 defa tekrarlanmistir. PCR
reaksiyonlarinda kontaminasyon olup olmadigini test etmek amaciyla her primer igin
DNA igermeyen bir negatif kontrol de ilave edilmistir. Bant profillerinden emin olmak
icin PCR’lar birkag¢ kez tekrarlanmistir. Deneyler Applied Biosystems Veriti gradient

termal dongii cihaz ile gergeklestirilmistir.
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Tablo 2.4. ISSR PCR dongii kosullart

Sicaklik (°C) Siire Dongii sayis1
Ondenatiirasyon 94 4 dk 1
Denatiirasyon 94 45sn 45
Baglanma 50-53 45 sn 45
Uzama 72 90 sn 45
Son uzama 72 7 dk 1

2.2.4.2. RAPD PCR

RAPD-PCR analizi i¢in liken aseton ekstraktinin farkli dozlarina maruz birakilan
bitkilerden elde edilen DNA 6rnekleri ve Oligomer Biyoteknoloji A.S. laboratuvarlarinda
sentezlettirilen 4 adet RAPD primeri kullanilmistir (Tablo 2.5). Primerlerin baglanma

sicakliginin belirlenmesinde asagidaki formiil kullanilmistir:

A+T)x2+(G+C) x4

Tablo 2.5. Amplifikasyonda kullanmilan RAPD primerleri ile ilgili ayrintili bilgiler

Primer Primer dizisi (5' - 3') Baglanma Primer G/C
o (0)
Adi sicakhg “Z‘g)‘l‘)‘g“ (%)
(§(®)

PM3 TGCGCCCTTC 34 10 70

PM10 CTGCGCTGG A 34 10 70

OPA2 TGC CGAGCT G 34 10 70

D11 GTCCCG ACG A 34 10 70

RAPD PCR reaksiyonlari toplam 15 pl hacimde 1X Taq Buffer, 2 uM MgClI,, 2,5
uM dNTP, 2,5 uM Primer, 2,5 pl kalip DNA ve 1U Taq polimeraz enzimi kullanilarak

hazirlanmistir (Tablo 2.6). PCR reaksiyonlarinda kontaminasyon olup olmadigini test
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etmek amaciyla her primer i¢in DNA igermeyen bir negatif kontrol de ilave edilmistir.

Bant profillerinden emin olmak i¢in PCR reaksiyonlar1 bir¢ok kez tekrarlanmaistir.

Tablo 2.6. PCR Bilesenleri

Bilesen Miktar
dH,0 7,4 ul
10X Tag Buffer (Fermentas) 1,5 wl
25 Mm MgCI, (Fermentas) 1,2 pl
2,5 mM dNTP 1,2 ul
2,5 mM Primer 1l
Kalip DNA 2,5 ul
Tag DNA Polimeraz (Fermentas) 0,2 pl
Toplam 15 pl

Uygulanan RAPD PCR dongii kosullari ise Tablo 2.7’de verilmistir. RAPD PCR
reaksiyon kosullar1 6ndenatiirasyon i¢in 95 °C 3 dk, denatiirasyon i¢in 94 °C 1 dakika,
baglanma i¢in 30-34 °C (primer baglanma 1sisina bagli olarak) 1 dakika, uzama icin 72
°C 2 dakika ve son uzama ic¢in 72 °C 7 dakika olacak sekilde gerceklestirilmistir.
Denatiirasyon, baglanma ve uzama asamalar1 "1 dongii" olarak kabul edilerek ve 40 defa
tekrarlanmistir. Deneyler Applied Biosystems Veriti gradient termal dongii cihazi ile
farkli zamanlarda tekrar edilerek bu

gerceklestirilmistir. PCR  reaksiyonlari

reaksiyonlarda bantlarin ayn1 sekilde olustugundan emin olunmustur.

Tablo 2.7. RAPD PCR dongii kosullart

Sicakhik (°C) Siire Dongii sayisi
Ondenatiirasyon 95 3 dk 1
Denatiirasyon 94 1dk 40
Baglanma 30-34 1dk 40
Uzama 72 2dk 40
Son uzatma 72 7dk 1
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ISSR PCR ve RAPD PCR iiriinleri yatay jel elektroforezi (Thermo, Midicell
Promo) ile 2 ul RedSafe (intron Biotechnology) iceren %1,5’lik agaroz jel iizerinde
ayrilmistir. Her bir kuyucuga 6 pl DNA ile 2 ul 6X DNA loading dye (Thermo Scientific)
boyasi1 karistirilarak yiikleme yapilmistir. Bant biiyiikliiklerinin belirlenmesi amaciyla her
jelde ilk kuyucuga 100 bp'lik DNA ladder (Fermentas) yiiklenmistir (Gorsel 2.5). 90 V’ta
40 dk yiriitilmustiir. Agaroz jeller yiiriitme isleminden sonra Uvitec Biolab marka jel

dokiimantasyon sistemi ile goriintiilenmis ve fotograflanmstir.

bpng05pg %
000 280 56
?20:“:; 280 56
1500 280 56
/4200 280 56
/ 1000 800 160
/900 270 54

& 7 B0 270 54

= — 700 270 54

& — 600 27.0 54

- — 500 800 160

= _ 400 300 6.0

g

< — 300 300 6.0

(da)

o — 200 300 6.0

L

S _ 00 300 6.0

:g.

'Q

£

=

0.5 pafane, 8 cm length gel,
1XTBE, 5Vem,1h

Gorsel 2.5. Fermentas Gene Ruler 100 bp DNA ladder Plus

2.2.4.3. Veri analizi

Her bir primere ait jel goriintiisii Total Lab CLIQS 1D Programi ile analiz
edilmistir. Liken ekstrakti uygulanan test gruplar1 ve kontrol grubuna ait bant profilleri
karsilastirilarak olusan yeni bantlar ve ortadan kaybolan bantlar i¢in skorlama yapilmistir.
ISSR ve RAPD profillerinde var olan bantlar (1), olmayan bantlar ise (0) olarak
degerlendirilerek ikili matris olusturulmustur. Kontrol dozunda bulunup diger dozlarda
bulunmayan veya kontrole gore yeni olusan bantlar polimorfik olarak degerlendirilmis;
yeni olusan ve kaybolan bant sayilar1 toplanarak polimorfik bant sayis1 elde edilmistir.

Elde edilen veriler kullanilarak kontrol ve dozlar arasindaki genetik benzerlik degerleri
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Jaccard esitligi ile hesaplanmis, UPGMA (unweighted pair group method with arithmetic
mean) metodu ile dozlar arasindaki genetik iliskileri gosteren dendrogram elde edilmistir.
Genotoksik etkiler, elde edilen matris tablosundaki polimorfik bantlarin sayilmasi ve
genomik kalip stabilite (GKS) yiizdesi (% GTS: Genomic Template Stability)
hesaplanmasiyla belirlenmistir. Kontrol grubunun GKS yiizdesi 100 olarak kabul edilerek
konsantrasyonlarda hesaplanan GKS yiizdesinin artma veya azalmasina gore

degerlendirme yapilmistir.

Genomik kalip stabilitesi (GKS) ylizdesi her birey i¢in asagidaki formiille

hesaplanmastir:
GKS Yiizdesi: 100-100 a/n
a: Her ornekteki toplam polimorfik bant sayis1

n: Kontrol grubundaki toplam bant sayis1
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3. BULGULAR

3.1. Platismatia glauca Aseton Ekstraktinin Tohum Cimlenmesi Uzerine Etkileri
Amaranthus retroflexus (horozibigi), Portulaca oleracea (semizotu), Setaria

verticillata (yapiskan ot) ve Oryza sativa (geltik) tiirlerinde Platismatia glauca aseton

ekstraktinin farkli dozlarinin tohum ¢imlenmesi iizerine etkileri arastirilmig, asagidaki

sonugclar elde edilmistir.

3.1.1. Liken Ekstraktimn Amaranthus retroflexus (Horozibigi) Tohumlarimin
Cimlenmesi Uzerine Etkisi
P. glauca aseton ekstraktinin 0 (Kontrol), 50, 100, 150, 200 ug/ml dozlarinin

Horozibigi tohum ¢imlenmesi {izerine etkileri Sekil 3.1 ve Tablo 3.1°de verilmistir.

60,00

50,00

40,00

30,00

Cimlenme Yiizdesi (%)

20,00

10,00

Kontrol S0pig/ml 100g /ml 1500g /ml 20040 /m1
Dozlar (pg/mil)
Sekil 3.1. Horozibigi cimlenme yiizdesi (%) grafigi
Sekil 3.1°de gortildigii gibi P. glauca liken aseton ekstraktinin 100 pg/ml dozuna
kadar horozibigi tohumlarinin ¢imlenmesinde artig, 100 pg/ml dozundan sonra ise azalis
tespit edilmistir. Kontrol grubunda tohumlarin ¢imlenme orant % 16 iken, bu oran 50
png/ml’lik dozlarda % 32, 100 pg/ml dozunda % 56’ya ¢ikmistir. 150 pg/ml dozunda %
43’e diisen ¢imlenme orani1 200 pg/ml’lik doz uygulamasinda iyice gerilemis ve % 28’e

diismiistiir.
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Tablo 3.1. P. glauca aseton ekstraktimin farklt dozlarinda Horozibigi tohumlarmn ¢imlenme sonuglari.
Tabloda ortalama ve standart sapma degerleri goriilmektedir. (* Ayni harfle ifade edilen degerler
istatistiksel olarak anlamli farklilik gostermemektedir, Tukey HSD, p>0.05)

Horozibigi (A. retroflexus) Cimlenme Yiizdesi (%)
Kontrol 16+8°
50 upg/ml 32+10,3b°
100 pg/ml 56+7,3%
150 pg/ml 43+10%
200 pg/ml 28+ 8 be

Cimlenme deneylerinden elde edilen sonuclara SPSS (Statistics 20 package)
istatistik programinda One-Way ANOVA testi uygulanarak elde edilen ortalama degerler
arasindaki farkliliklar Tukey HSD testi (p<0.05) ile belirlenmistir. Tukey HSD testi
kullanilarak gergeklestirilen ikili karsilastirmalarda (Tablo 3.1) ¢imlenme yiizdesi
bakimindan Kontrol grubu ile 100 ve Kontrol grubu ile 150 pg/ml dozlar1 arasinda
anlamli farkliliklar oldugu belirlenmistir (p<0.05). Kontrol grubu ile 50 ve 200 pg/ml

dozlar1 arasinda ise anlamli bir farklilik tespit edilmemistir (p>0.05).

2404

220+

2,00

Lagtime

1,80

1,60

1,40

1,20

T T T T T,
Eontrol S0ug/ml 100ug,/'mi 150ug /ml 200ug /ml

Dozlar (pg/ml)

Sekil 3.2. Horozibigi Lag time grafigi
Sekil 3.2°de goriildiigi gibi Kontrol (0 pg/ml) grubuna kiyasla 150 ve 200 pg/ml
doz uygulamalarinda ilk tohumun ¢imlenmesine kadar gegen giin sayisinin uzadigi tespit

edilmistir.
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3.1.2. Liken Ekstraktinin Portulaca oleracea (Semizotu) Tohumlarmin Cimlenmesi

Uzerine Etkisi

P. glauca aseton ekstraktinin 0 (Kontrol), 50, 100, 150, 200 ug/ml dozlarinin

Semizotu tohum ¢imlenmesi iizerine etkileri Sekil 3.3 ve Tablo 3.2°de verilmistir.

0,00

55,00

50,00

45,00

40,00

Gimlenme Yiizdesi (%)

35,007

30,00

T T T T T
Kontrol S0pgfmi 1 00wg‘ml 1508/ 'ml 20009 'ml

Dozlar{ug/ml)

Sekil 3.3. Semizotu ¢imlenme yiizdesi (%) grafigi

Sekil 3.3’te goriildiigii gibi semizotu tohumlarinin ¢imlenme yiizdesinin kontrol
dozunda en yiiksek seviyede oldugu tespit edilmistir. Cimlenmenin P. glauca aseton
ekstraktinin dozlarina bagl olarak azaldig: fakat 150 pg/ml dozunda ¢imlenme oraninda
artis oldugu tespit edilmistir. Kontrol grubunda tohumlarin ¢imlenme oran1 %59 iken, bu
oran 50 pg/ml’lik dozlarda %57, 100 pg/ml dozunda %41°e diigmiistiir. 150 pg/ml
dozunda %49’a yiikselen ¢imlenme orani 200 pg/ml’lik doz uygulamasinda iyice

gerilemis ve %33’e diigmiistiir.
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Tablo 3.2. P. glauca aseton ekstraktimin farkli dozlarinda Semizotu tohumlarimin ¢imlenme sonuglari.
Tabloda ortalama ve standart sapma degerleri goriilmektedir. (* Ayni harfle ifade edilen degerler
istatistiksel olarak anlamli farklilik géstermemektedir, Tukey HSD, p>0.05)

Semizotu (P. oleracea) Cimlenme Yiizdesi (%)
Kontrol 59+5¢3
50 upg/ml 57+38%
100 pg/ml 41 £6,8
150 pg/ml 49 + 11 ¢
200 pg/ml 33+ 104 °

Cimlenme deneylerinden elde edilen sonuglara SPSS (Statistics 20 package)
istatistik programinda One-Way ANOVA testi uygulanarak elde edilen ortalama degerler
arasindaki farkliliklar Tukey HSD testi (p<0.05) ile belirlenmistir. Tukey HSD testi
kullanilarak gergeklestirilen ikili karsilastirmalarda (Tablo 3.2) ¢imlenme yiizdesi
bakimindan Kontrol ile 100 ve Kontrol ile 200 pg/ml dozlar1 arasinda anlamli farkliliklar
oldugu belirlenmistir (p<0.05). Kontrol ile 50 ve Kontrol ile 150 pg/ml dozlar1 arasinda
ise anlamli bir farklilik tespit edilmemistir (p>0.05).
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2,00

1,80

Lagtime

1,60

1,40

1,20

1,00 G &
T T T T T
Kontrol S0ug /ml 1003 'ml 150pa/ml 200pg /ml
Dozlar (pg/ml)

Sekil 3.4. Semizotu Lag time grafigi

Sekil 3.4’te goriildiigii gibi Kontrol, 50, 100 ve 150 pg/ml doz uygulamalarinda ilk

tohum ¢imlenmesine kadar gecen giin uzunlugunun ayni oldugu; Kontrol (0 pg/ml)
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dozuna kiyasla 200 pg/ml doz uygulamalarinda ilk tohum ¢imlenmesine kadar gegen giin

sayisinin belirgin bir sekilde uzadig: tespit edilmistir.

3.1.3. Liken Ekstraktinin Setaria verticillata (Yapiskan Ot) Tohumlarinin

Cimlenmesi Uzerine Etkisi

P. glauca aseton ekstraktinin 0 (Kontrol), 50, 100, 150, 200 ug/ml dozlarinin

yapigkan ot tohum ¢imlenmesi lizerine etkileri Sekil 3.5 ve Tablo 3.3’te verilmistir.

0,00

40,009

Gimlenme Yiizdesi (%)

20,007

Kontrol S0ig /ml 100ug /ml 15009 /ml 200ug/mi
Dozlar (pg/ml)
Sekil 3.5. Yapiskan ot ¢imlenme yiizdesi (%) grafigi
Sekil 3.5’te goriildiigii gibi yapiskan ot tohumlarinin ¢imlenme yiizdesinin kontrol
dozunda en yiiksek seviyede oldugu tespit edilmistir. Cimlenmenin P. glauca aseton
ekstraktinin doz artisina bagli olarak azaldigi goriilmektedir. Kontrol grubunda
tohumlarin ¢imlenme orant %67 iken, bu oran 50 pg/ml’lik dozlarda %66, 100 pug/ml
dozunda %59’e diismiistiir. 150 pg/ml dozunda %13’e gerileyen ¢imlenme orani 200
png/ml’lik doz uygulamasinda ise %0 oranindadir ve ¢imlenme goriilmemistir. Ekstraktin
200 pg/ml dozunda yapiskan ot tohumlarinin ¢imlenmesinin tamamen engellendigi tespit

edilmistir.
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Tablo 3.3. P. glauca aseton ekstraktimin farkll dozlarinda Yapiskan ot tohumlarimin ¢imlenme sonuglari.
Tabloda ortalama ve standart sapma degerleri goriilmektedir. (* Ayni harfle ifade edilen degerler
istatistiksel olarak anlamli farklilik géstermemektedir, Tukey HSD, p>0.05)

Yapiskan ot (S. verticillata) Cimlenme Yiizdesi (%)
Kontrol 67+6%
50 pg/ml 66+6,9 2
100 pg/ml 59+11°2
150 pg/ml 13+£182°
200 pg/ml 0+£0°

Cimlenme deneylerinden elde edilen sonuglara SPSS (Statistics 20 package)
istatistik programinda One-Way ANOVA testi uygulanarak elde edilen ortalama degerler
arasindaki farkliliklar Tukey HSD testi (p<0.05) ile belirlenmistir. Tukey HSD testi
kullanilarak gergeklestirilen ikili karsilastirmalarda (Tablo 3.3) ¢imlenme yiizdesi
bakimindan Kontrol ile 150 ve Kontrol ile 200 pg/ml dozlar1 arasinda anlamli farkliliklar
oldugu belirlenmistir (p<0.05). Kontrol ile 50 ve Kontrol ile 100 pg/ml dozlar1 arasinda
ise anlamli bir farklilik tespit edilmemistir (p>0.05).
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25 00
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15,00

10,00
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Kontrol S0ug/ml 100ug/ml 150ug/ml 200ug /ml

Dozlar (pg/ml)

Sekil 3.6. Yapiskan ot Lag time grafigi

Sekil 3.6’da gorildiigii gibi Kontrol, 50 ve 100 ug/ml doz uygulamalarinda ilk

tohum cimlenmesine kadar gegen giin uzunlugunun aynm oldugu; kontrol (0 pg/ml)
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dozuna kiyasla 150 pg/ml doz uygulamasinda ilk tohum ¢imlenmesine kadar gegen giin
sayisinin anlamli bir sekilde uzadigi, 200 pg/ml doz uygulamasinda ise ¢imlenme giin

sayis1 anlamli bir sekilde uzamakla birlikte ¢imlenme goriilmedigi tespit edilmistir.

3.1.4. Liken Ekstraktimn Oryza sativa (Celtik) Tohumlarimin Cimlenmesi Uzerine
Etkisi

P. glauca aseton ekstraktinin 0 (kontrol), 50, 100, 150, 200 pg/ml dozlarinin geltik

tohum ¢imlenmesi iizerine etkileri Sekil 3.7 ve Tablo 3.4’te verilmistir.

™

Cimlenme Yiizdesi (%)

Kontrol 25 pg/ml 50 pg/ml 100 ug/ml 150 pg/ml
Dozlar (png/ml)

Sekil 3.7. Celtik ¢cimlenme yiizdesi (%) grafigi

Sekil 3.7°de goriildiigii gibi ¢eltik tohumlarinin ¢imlenme yiizdesinin kontrol
dozunda en yiiksek seviyede oldugu tespit edilmistir. Cimlenmenin P. glauca aseton
ekstraktinin doz artigina bagl olarak azaldigi goriilmustiir. P. glauca aseton ekstraktinin
150 pg/ml dozunda geltik tohumlarinin ¢imlenmesini en yiiksek seviyede azalttig1 tespit
edilmistir. Kontrol petrilerinde tohumlarin ¢imlenme oram1 %92,5 iken, bu oran 25
png/ml’lik dozlarda %77,5, 50 ug/ml dozunda %67,5’e digmiistiir. 100 pg/ml dozunda
%52,5’e diisen ¢imlenme oraninin 150 pg/ml’lik doz uygulamasinda ise %32,5 oranina

distiigii belirlenmistir.
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Tablo 3.4. P. glauca aseton ekstraktinin farkly dozlarinda Celtik tohumlarinin gimlenme sonuglari. Tabloda
ortalama ve standart sapma degerleri goriilmektedir. (* Ayni harfle ifade edilen degerler istatistiksel olarak
anlaml farklhilik géstermemektedir, Tukey HSD, p>0.05)

Celtik (O. sativa) Cimlenme Yiizdesi (%)
Kontrol 92,5+7,3%2
25 pg/ml 77,5+82%2
50 pg/ml 675+10°2
100 pg/ml 525+11,4%2
150 pg/ml 32,5+134 °

Cimlenme deneylerinden elde edilen sonuglara SPSS (Statistics 20 package)
istatistik programinda One-Way ANOVA testi uygulanarak elde edilen ortalama degerler
arasindaki farkliliklar Tukey HSD testi (p<0.05) ile belirlenmistir. Tukey HSD testi
kullanilarak gergeklestirilen ikili karsilastirmalarda (Tablo 3.4) cimlenme yiizdesi
bakimindan Kontrol ile 150 pg/ml dozlar1 arasinda anlamli farkliliklar oldugu tespit

edilmistir (p<0.05).

Lagtime

Kontrol 25 pg/ml 50 pg/ml 100 pg/ml 150 pg/ml
Dozlar (pg/ml)

Sekil 3.8. Celtik Lagtime grafigi
Sekil 3.8’de gorildiigii gibi Kontrol ve 25 ug/ml doz uygulamalarinda ilk tohum
¢imlenmesine kadar gegen giin uzunlugunun ayni oldugu; 150 pg/ml doz uygulamasinda

ilk tohum ¢imlenmesine kadar gegen giin sayisinin Kontrol (0 pg/ml) dozuna kiyasla

anlamli bir sekilde uzadig1 ve ¢imlenmenin geciktigi tespit edilmistir.
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3.2. DNA Miktar ve Saflik Tayini

Platismatia glauca ekstraktinin olas1 genotoksik etkilerinin belirlenmesi amaciyla
ekstraktin farkli dozlarina 14 giin siireyle maruz birakilan horozibigi, semizotu, yapiskan
ot ve ¢eltik bitkilerinden yaprak 6rnekleri veya tiim fide kullanilarak 2X CTAB yontemi
ile DNA izolasyonu gergeklestirilmistir. Caligmada 4 bitki tiiriinden toplamda 19 farkli
DNA izolasyonu yapilmistir (Yapiskan ot tiirtinde 200 pg/ml konsantrasyonunda yeterli
miktarda 6rnek ¢imlenmedigi i¢in DNA izolasyonu yapilamamustir). Izole edilen DNA
orneklerinin miktar ve saflik Slgiimleri 260 ve 280 nm dalga boylarinda Nanodrop
Spektrofotometre ile yapilmig, DNA orneklerinin saflik degerleri 1.8-2.0 arasinda
bulunmustur. PCR c¢alismalar1 6rnekler ul’de 2 ng olacak sekilde steril distile su ile

seyreltilmistir. Elde edilen DNA saflik ve miktar degerleri Tablo 3.5’te gosterilmektedir.

Tablo 3.5. Semizotu, horozibigi, yapiskan ot ve ¢eltik bitkilerinden izole edilen DNA larin miktar ve saflik
ol¢tim sonuclart

Bitki Ad1 ve Dozu 260/280 nm ng/pl
Semizotu Kontrol 2,00 1151
Semizotu 50 pg 2,00 232,2
Semizotu 100 pg 2,00 2979
Semizotu 150 pg 2,00 122,4
Semizotu 200 pg 2,00 156,0
Horozibigi Kontrol 2,00 103,0
Horozibigi 50 pg 2,00 73,0
Horozibigi 100 pg 1,82 282,4
Horozibigi 150 pg 2,00 100,9
Horozibigi 200 pg 1,87 51,2
Yapiskan ot Kontrol 1,80 51,5
Yapiskan ot 50 pg 1,86 72,0
Yapiskan ot 100 pg 1,81 74,7
Yapiskan ot 150 pg 1,86 117,3
Celtik Kontrol 2,00 335,6
Celtik 25 pg 1,98 258,2
Celtik 50 pg 2,00 281,6
Celtik 100 pg 2,00 266,2
Celtik 150 pg 1,98 162,4
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3.3. ISSR ve RAPD PCR Analizleri
3.3.1. Amaranthus retroflexus (Horozibigi) ISSR ve RAPD PCR Analizleri

P. glauca total aseton ekstraktinin 50, 100, 150 ve 200 ug konsantrasyonlarinda
¢imlenen horozibigi fidelerine ait DNA’lar ile 4 adet ISSR ve 4 adet RAPD primeri
kullanilarak PCR analizleri yapilmistir.

ISSR 812 ve ISSR 814 primerleri ile A. retroflexus DNA’lar1 kullanilarak yapilan

PCR analizi sonuglar1 Sekil 3.9’da verilmistir.

812 Primeri 814 Primeri
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Sekil 3.9. ISSR 812 ve ISSR 814 primerleri ile horozibigi DNA 'lart kullanilarak yapilan PCR analizi
sonuglart

ISSR 812 primeri ve liken ekstraktinin 50, 100, 150, 200 pg/ml
konsantrasyonlarinda ¢imlenen horozibigi fidelerinden elde edilen DNA’lar ile yapilan

ISSR PCR analizi sonucunda toplam 7 bant elde edilmistir. Bant biiyiikliikleri 479 bg ile
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2153 bg arasinda degismektedir. Kontrol grubunda toplam 5 adet bant olusurken 50, 100,
150 ve 200 pg/ml dozlarinda sirasiyla 4, 3, 3 ve 2 adet bant olusmustur. Kontrolde
bulunan 2074 bg biiyiikliigiindeki bant 50 ve 100 pg/ml konsantrasyonlarinda mevcutken
150 ve 200 pg/ml konsantrasyonlarinda kaybolmustur. Benzer sekilde, kontrol grubunda
bulunan 885 bg biiyiikliigiindeki bant 50 pg/ml konsantrasyonunda mevcut olup 100, 150
ve 200 pg/ml konsantrasyonlarinda kaybolmustur. Kontrolde bulunan 640 bg
bliyiikliigiindeki bant ise diger dozlarda kaybolmustur. Kontrol, 50, 100, 150 pg/ml
konsantrasyonlarinda bulunan 1129 bg biiyiikligindeki bant 200 pg/ml
konsantrasyonunda kaybolmustur. 150 ve 200 pg/ml konsantrasyonlarinda diger

konsantrasyonlarda bulunmayan 1500 bg biiytikliigiinde yeni bir bant ortaya ¢ikmustir.
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Sekil 3.10. Horozibigi bitkisinde 812 primeriyle yapilan ISSR PCR sonucunda elde edilen DNA bant
profili farkliliklarimin dendrogram ile gosterimi

ISSR 812 primeri ile gergeklestirilen ISSR analizi sonucunda kontrol grubu ve
konsantrasyonlar arasi iligskiler ve benzerlikler Jaccard esitligi kullanilarak elde edilen
UPGMA dendrogrami ile degerlendirilmistir (Sekil 3.10). Dendrogramda P. glauca
aseton ekstraktinin 50 ve 100 pg/ml konsantrasyonlari kontrolle ayni dalda kiimelenirken,
150 ve 200 pg/ml konsantrasyonlar: ayr1 bir kiime olusturmustur. Dendrogramda olusan
gruplarda dallanmalarin diisiik konsantrasyondan yiiksek konsantrasyona dogru olusmasi
sonuclarin anlamli oldugunu gostermektedir.

ISSR 814 primeri ve liken ekstraktinin 50, 100, 150, 200 pg/ml
konsantrasyonlarinda ¢imlenen horozibigi fidelerinden elde edilen DNA’lar ile yapilan
ISSR PCR analizi sonucunda toplam 7 bant elde edilmistir. Bant biiytikliikleri 500 bg ile
2602 bg arasinda degismektedir. Kontrol grubunda toplam 6 adet bant olusurken 50, 100,
150 ve 200 pg/ml dozlarinda sirasiyla 5, 5, 6 ve 4 adet bant olusmustur. Kontrol, 50, 100
ve 150 pg/ml konsantrasyonlarinda bulunan 2602 bg biiytikliigiindeki bant 200 pg/ml
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konsantrasyonunda kaybolmustur. Kontrol dozundaki 782 bg biiyiikligiindeki bant 50,
100, 150 wve 200 pg/ml konsantrasyonlarinda kaybolmustur. 150 pg/ml
konsantrasyonunda ise kontrol, 50, 100 ve 200 pg/ml konsantrasyonlarinda bulunmayan

976 bg biiyiikliiglinde yeni bir bant ortaya ¢ikmustir.

I
086 QB8 0% 0582 0% 0% 0% 100

Sekil 3.11. Horozibigi bitkisinde 814 primeriyle yapilan ISSR PCR sonucunda elde edilen DNA bant
profili farklihiklarimin dendrogram ile gosterimi

ISSR 814 primeri ile gergeklestirilen ISSR analizi sonucunda kontrol grubu ve
konsantrasyonlar arasi iliskiler ve benzerlikler Jaccard esitligi kullanilarak elde edilen
UPGMA dendrogram ile degerlendirilmistir (Sekil 3.11). Dendrograma gore kontrol
grubu ve liken ekstraktinin 50, 100 ve 150 pg/ml konsantrasyonlari ayni kiimede
toplanirken 200 pg/ml konsantrasyon tek basma ayri bir dal olugturmustur.
Dendrogramda olusan gruplarda dallanmalarin diisiik konsantrasyondan yiiksek
konsantrasyona dogru olusmasi sonuglarin anlamli oldugunu géstermektedir.

ISSR 813 ve ISSR 810 primerleri ile A. retroflexus DNA’lar1 kullanilarak yapilan

PCR analizi sonuglar1 Sekil 3.12°de verilmistir.
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Sekil 3.12. ISSR 813 ve ISSR 810 primerleri ile horozibigi DNA lari kullanilarak yapilan PCR analizi
sonuclart

ISSR 813 primeri ve liken ekstraktinin 50, 100, 150, 200 pg/ml
konsantrasyonlarinda ¢imlenen horozibigi fidelerinden elde edilen DNA’lar ile yapilan
ISSR PCR analizi sonucunda toplam 11 bant elde edilmistir. Bant biiyiikliikleri 574 bg
ile 3133 bg arasinda degismektedir. Kontrol grubunda toplam 8 adet bant olusurken 50,
100, 150 ve 200 pug/ml dozlarinda sirasiyla 8, 6, 8 ve 7 adet bant olusmustur. Kontrol, 50
ve 100 pg/ml konsantrasyonlarinda bulunan 1237 bg biiyiikliiglindeki bant 150 ve 200
ug/ml konsantrasyonlarinda kaybolmustur. Kontrol dozundaki 1000 bg biiyiikliigiindeki
bant 100 ve 200 pg/ml konsantrasyonlarinda ortadan kaybolmustur. Kontrolde bulunan
650 bg biiyiikligiindeki bant 50 pg/ml dozunda da bulunmaktadir; 100, 150 ve 200 pg/ml
konsantrasyonlarinda ise kaybolmustur. 150 pg/ml konsantrasyonunda ise diger dozlarda
olmayan 574 bg biyikliiglinde yeni bir bant bulunmaktadir. 200 pg/ml
konsantrasyonunda kontrol, 50, 100 ve 150 ug/ml’de olmayan 633 bg biiyiikliiglinde yeni
bir bant ortaya ¢ikmustir. 150 ve 200 pg/ml dozlarinda ise kontrol ve ayn1 zamanda 50 ve
100 pg/ml konsantrasyonlarinda olmayan 1130 bg biiyiikliigiinde yeni bir bant ortaya
cikmistir.
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Sekil 3.13. Horozibigi bitkisinde 813 primeriyle yapilan ISSR PCR sonucunda elde edilen DNA bant
profili farkliiklarinin dendrogram ile gosterimi

ISSR 813 primeri ile gerceklestirilen ISSR analizi sonucunda kontrol grubu ve
konsantrasyonlar arasi iliskiler ve benzerlikler Jaccard esitligi kullanilarak elde edilen
UPGMA dendrogrami ile degerlendirilmistir (Sekil 3.13). Dendrogramda P. glauca
aseton ekstraktinin 50 ve 100 pg/ml konsantrasyonlari kontrolle ayn1 dalda kiimelenirken,
150 ve 200 pg/ml konsantrasyonlar1 ayr1 bir kiime olusturmustur. Kontrol ve 50 pg/ml
konsantrasyonlarina ait bant profillerinin ayn1 oldugu belirlenmistir. Uygulanan P. glauca
liken aseton ekstraktinin diisiik konsantrasyondan yiiksek konsantrasyona dogru
dallanmalar olusturmasi sonuglarin anlamli oldugunu gostermektedir. Konsantrasyon

arttikca bant profilinde degisiklikler ortaya ¢cikmaktadir.

ISSR 810 primeri ve liken ekstraktinin 50, 100, 150, 200 pg/ml
konsantrasyonlarinda ¢imlenen horozibigi fidelerinden elde edilen DNA’lar ile yapilan
ISSR PCR analizi sonucunda toplam 14 bant elde edilmistir. Bant biiyiikliikleri 412 bg
ile 2558 bg arasinda degismektedir. Kontrol grubunda toplam 9 adet bant olusurken 50,
100, 150 ve 200 pg/ml dozlarinda sirasiyla 8, 8, 4 ve 8 adet bant olusmustur. Kontrol
grubunda bulunan 2558 bg biiytikliigiindeki bant 50 ve 100 pg/ml konsantrasyonlarinda
bulunmakla birlikte 150 ve 200 pg/ml konsantrasyonlarinda kaybolmustur. Kontrol
grubundaki 1164 bg biiyiikliiglindeki bant yalnizca 50 pg/ ml dozunda mevcutken 100,
150 ve 200 pg/ml dozlarinda ortadan kaybolmustur. Kontrol grubundaki 983 bg
bliyiikliigiindeki bant diger dozlarda kaybolmustur. 50 ve 100 pg/ml dozlarinda
kontrolde olmayan 1065 bg biiyiikliiglinde bir bant bulunmakta, bu bant 150 ve 200 pg/ml
dozlarinda kaybolmaktadir. Kontrol ve 100 pg/ml dozunda bulunan 760 bg
biiylikliigiindeki bant diger dozlarda kaybolmustur. Kontrol, 50, 100, 200 pg/ml
konsantrasyonlarindaki 869 b¢ biiyiikliigiindeki bant 150 pg/ml konsantrasyonunda
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ortadan kaybolmustur. 150 ve 200 pg/ml dozlarinda kontrol, 50 ve 100 pg/ml’de olmayan
813 bg biiyiikliiglinde yeni bir bant ortaya ¢ikmistir. Kontrol, 50 ve 100 pg/ml dozlarinda
bulunan 669 b¢ biiyiikliiglindeki bant, 150 ve 200 pg/ml dozlarinda kaybolmustur. 200
png/ml konsantrasyonunda diger konsantrasyonlarda olmayan 633 bg¢ ve 711 bg
biiytlikliigiinde iki yeni bant ortaya ¢ikmistir. 200 pg/ml konsantrasyonunda kontrol, 50,
100 ve 150 pg/ml konsantrasyonlarinda bulunmayan 1097 bg biiyiikliiglinde yeni bir bant
ortaya ¢ikmaistir.
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Sekil 3.14. Horozibigi bitkisinde 810 primeriyle yapilan ISSR PCR sonucunda elde edilen DNA bant
profili farkliliklarimin dendrogram ile gosterimi

ISSR 810 primeri ile gerceklestirilen ISSR analizi sonucunda kontrol grubu ve
konsantrasyonlar arasi iligkiler ve benzerlikler Jaccard esitligi kullanilarak elde edilen
UPGMA dendrogram ile degerlendirilmistir (Sekil 3.14). Dendrogramda P. glauca
aseton ekstraktinin 50 ve 100 pg/ml konsantrasyonlar1 kontrolle ayn1 dalda kiimelenirken,
150 ve 200 pg/ml konsantrasyonlar1 ayr1 bir kiime olusturmustur. Kontrol grubunda elde
edilen bant profillerinin liken ekstrakti uygulanan test gruplarinin bant profillerinden
farklilastig1 ve dendrogramda diisiik konsantrasyondan yiiksek konsantrasyona dogru

dallanmalarin olustugu goriilmiis, dolayistyla sonuglarin anlamli oldugu belirlenmistir.

RAPD D11 ve RAPD PM10 primerleri ile A. retroflexus DNA’lar1 kullanilarak

yapilan PCR analizi sonuglar1 Sekil 3.15°te verilmistir.
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Sekil 3.15. RAPD D11 ve RAPD PM10 primerleri ile horozibigi DNA lari kullamilarak yapilan PCR
analizi sonug¢lari

RAPD D11 primeri ve liken ekstraktinin 50, 100, 150, 200 pg/ml
konsantrasyonlarinda ¢imlenen horozibigi fidelerinden elde edilen DNA’lar ile yapilan
RAPD PCR analizi sonucunda toplam 8 bant elde edilmistir. Bant biiyiikliikkleri 1010 bg
ile 3200 bg arasinda degismektedir. Kontrol grubunda toplam 4 adet bant olusurken 50,
100, 150 ve 200 pg/ml dozlarinda sirasiyla 5, 3, 4 ve 4 adet bant olusmustur. Kontrol
grubundaki 1666 bg biiyiikliigiindeki bant 50 ve 100 pg/ml dozlarinda bulunurken 150 ve
200 pg/ml dozlarinda kaybolmustur. Kontroldeki 1440 bg’lik bant 50, 100 ve 150 ug/ml
dozlarinda bulunurken 200 pg/ml doz uygulamasinda ortadan kaybolmustur. Kontrol

grubundaki 2880 bg¢ biiylikligiindeki bant 50 ve 100 pg/ml doz uygulamalarinda
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bulunmakta olup, 150 ve 200 pg/ml doz uygulamalarinda kaybolmustur. 50 pg/ml doz
uygulamasinda kontrol grubunda olmayan 1090 bg¢ biiyiikliigiinde bir bant ortaya
cikmisgtir. 150 pg/ml doz uygulamasinda kontrol, 50, 100 ve 200 pg/ml doz
uygulamalarinda bulunmayan 2080 bg biiyiikliigiinde bir bant olusmustur. 200 pg/ml doz
uygulamasinda kontrol, 50, 100 ve 150 pg/ml konsantrasyonlarinda bulunmayan 1020,
1230 ve 1530 bg biiyiikliiklerinde ii¢ yeni bant meydana gelmistir.

Sekil 3.16. Horozibigi bitkisinde D11 primeriyle yapilan RAPD PCR sonucunda elde edilen DNA bant
profili farklihiklarimin dendrogram ile gosterimi

RAPD D11 primeri ile gerceklestirilen RAPD analizi sonucunda kontrol grubu ve
konsantrasyonlar arasi iliskiler ve benzerlikler Jaccard esitligi kullanilarak elde edilen
UPGMA dendrogrami ile degerlendirilmistir (Sekil 3.16). Dendrogramda kontrol, 50,
100 ve 150 pg/ml konsantrasyonlarinin bir kiime olusturmasi benzerlik oranlarinin
yiiksek oldugunu, 200 ng/ml doz uygulamasinin ayr1 bir dallanma olusturmasi ise diger
doz uygulamalarindan farklilastigi sonucunu ortaya ¢ikarmaktadir. Uygulanan P. glauca
aseton ekstraktinin diisiik konsantrasyondan yiiksek konsantrasyona dogru dallanmalar

olusturmasi sonuglarin anlamli oldugunu gostermektedir.

RAPD PMI10 primeri ve liken ekstraktinin 50, 100, 150, 200 pg/ml
konsantrasyonlarinda ¢imlenen horozibigi fidelerinden elde edilen DNA’lar ile yapilan
RAPD PCR analizi sonucunda toplam 19 bant elde edilmistir. Bant biiyiikliikleri 500 bg
ile 2699 bg arasinda degismektedir. Kontrol grubunda toplam 5 adet bant olusurken 50,
100, 150 ve 200 pg/ml dozlarinda sirastyla 7, 7, 9 ve 11 adet bant olusmustur. Kontrol
grubundaki 1755 ve 1325 bg¢ biiyiikliiklerindeki bantlar 50 ve 100 pg/ml doz
uygulamalarinda bulunmaktayken 150 ve 200 pg/ml doz uygulamalarinda kaybolmustur.
Kontrol grubunda bulunan 680 bg biyiikliigiindeki bant 50, 100, 150 ve 200 pg/ml doz
uygulamalarinda kaybolmustur. Kontrol grubundaki 500 bg biiyiikliigiinde olan bant 50
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png/ml doz uygulamasinda da bulunmakla birlikte 100, 150 ve 200 pg/ml dozlarinda
kaybolmustur. 50 pg/ml doz uygulamasinda kontrol grubunda olmayan 880 bg
biiytikliiginde bir bant meydana gelmistir. 100 pg/ml doz uygulamasinda kontrolde
olmayan 770 ve 885 bg biiyiikliiklerinde iki yeni bant olusmustur. 150 pg/ml
konsantrasyonunda kontrol ve diger dozlarda olmayan 525, 1250 ve 1500 bg
biiytikliiklerinde {i¢ yeni bant meydana gelmistir. 200 png/ml doz uygulamasinda kontrol,
50, 100, 150 pg/ml dozlarinda olmayan 535, 635, 1082 bg biiyiikliigiinde {i¢ yeni bant
ortaya ¢ikmaistir.

ekil 3.17. Horozibigi bitkisinde PM10 primeriyle yapilan RAPD PCR sonucunda elde edilen DNA bant
g p yle yap
profili farkliliklarimin dendrogram ile gosterimi

RAPD PM10 primeri ile gerceklestirilen RAPD analizi sonucunda kontrol grubu
ve konsantrasyonlar arasi iligkiler ve benzerlikler Jaccard esitligi kullanilarak elde edilen
UPGMA dendrogramu ile degerlendirilmistir (Sekil 3.17). Bu dendrogramda P. glauca
aseton ekstraktinin 50 ve 100 pg/ml konsantrasyonlari kontrolle ayn1 dalda kiimelenirken,
150 ve 200 pg/ml konsantrasyonlar1 ayri bir kiime olugturmustur. Dendrogramda olusan
gruplarda dallanmalarin diisiik konsantrasyondan yiiksek konsantrasyona dogru olugmasi

sonuclarin anlamli oldugunu gostermektedir.

RAPD OPA2 ve RAPD PM3 primerleri ile A. retroflexus DNA’lar1 kullanilarak
yapilan PCR analizi sonuglart Sekil 3.18’de verilmistir.
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Sekil 3.18. RAPD OPA2 ve RAPD PM3 primerleri ile horozibigi DNA lari kullanilarak yapilan PCR
analizi sonug¢lari

RAPD OPA2 primeri ve liken ekstraktimin 50, 100, 150, 200 pg/ml
konsantrasyonlarinda ¢imlenen horozibigi fidelerinden elde edilen DNA’lar ile yapilan
RAPD PCR analizi sonucunda toplam 14 bant elde edilmistir. Bant biiyiikliikleri 357 bg
ile 3067 bg arasinda degismektedir. Kontrol grubunda toplam 10 adet bant olusurken 50,
100, 150 ve 200 pg/ml dozlarinda sirastyla 11, 11, 9 ve 12 adet bant olusmustur. Kontrol
grubunda bulunan 3000 bg¢’lik bant 50 ve 200 pg/ml doz uygulamasinda bulunmakta iken
100, 150 pg/ml doz uygulamalarinda kaybolmustur. Kontrol grubundaki 1048 bg
biiytlikliigiindeki bant 50, 100 ve 200 pg/ml doz uygulamalarinda bulunmaktadir, 150
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png/ml doz uygulamasinda kaybolmustur. Kontroldeki 680 bg biiyiikliigiindeki bant 50 ve
100 pg/ml dozlarinda bulunmakta iken 150 ve 200 pg/ml dozlarinda kaybolmustur.
Kontrol grubundaki 635 bg¢ biiyiikligindeki bant 50, 100 ve 200 pg/ml doz
uygulamalarinda bulunurken, 150 pg/ml doz uygulamasinda bulunmamaktadir. 200
png/ml doz uygulamasinda kontrol, 50, 100, 150 pg/ml dozlarinda bulunmayan 800 bg

biiyiikliigiinde yeni bir bant meydana gelmistir.

+

Sekil 3.19. Horozibigi bitkisinde OPAZ2 primeriyle yaptlan RAPD PCR sonucunda elde edilen DNA bant
profili farkliliklarimin dendrogram ile gdsterimi

RAPD OPA2 primeri ile gergeklestirilen RAPD analizi sonucunda kontrol grubu
ve konsantrasyonlar arasi iliskiler ve benzerlikler Jaccard esitligi kullanilarak elde edilen
UPGMA dendrogramu ile degerlendirilmistir (Sekil 3.19). Dendrograma gore 150 pg/ml
doz uygulamasinin diger dozlardan ayrildig: gozlemlenmektedir. Kontrol, 50, 100 ve 200
pg/ml olan konsantrasyonlarin kendi aralarinda grup olusturmasi bant profillerindeki

benzerlik oranlariin yiiksek oldugu sonucunu ortaya ¢ikarmaktadir.

RAPD PM3 primeri ve liken ekstraktinin 50, 100, 150, 200 pg/ml
konsantrasyonlarinda ¢imlenen horozibigi fidelerinden elde edilen DNA’lar ile yapilan
RAPD PCR analizi sonucunda toplam 2 bant elde edilmistir. Bant biiyiikliikleri 738 bg
ile 2177 bg arasinda degismektedir. Kontrol grubunda toplam 2 adet bant olusurken 50,
100, 150 ve 200 ug/ml dozlarinda sirasiyla 2, 2, 1 ve 1 adet bant olugsmustur. Kontrol
grubu ile 50 ve 100 pg/ml dozlarinda bulunan 2177 bg biiytikliigiindeki bant 150 ve 200

png/ml konsantrasyonlarinda kaybolmustur.
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Sekil 3.20. Horozibigi bitkisinde PM3 primeriyle yapilan RAPD PCR sonucunda elde edilen DNA bant

profili farkhiklarinin dendrogram ile gosterimi

RAPD PM3 primeri ile gerceklestirilen RAPD analizi sonucunda kontrol grubu
ve konsantrasyonlar arasi iligkiler ve benzerlikler Jaccard esitligi kullanilarak elde edilen
UPGMA dendrogrami ile degerlendirilmistir (Sekil 3.20). Dendrogramda P. glauca
aseton ekstraktinin 50 ve 100 pg/ml konsantrasyonlari kontrolle ayn1 dalda kiimelenirken,
150 ve 200 pg/ml konsantrasyonlari ayri bir kiime olusturmustur. Dendrogramda olusan
kiimelerde dallanmalarin diisiik konsantrasyondan yiiksek konsantrasyona dogru

olusmasi sonuglarin anlamli oldugunu gdstermektedir.

Yapilan ISSR ve RAPD PCR analizleri sonrasinda her primer i¢in her bir
konsantrasyonda elde edilen bant profillerinin kontrol dozundaki bant profili ile
karsilastirilmastyla polimorfizm hesaplamalar1 yapilmistir. Kontrolde var olup dozlarda
bulunmayan ve/veya kontrole gdre dozlarda yeni olusan bantlar polimorfik olarak
degerlendirilmistir (Tablo 3.6). Horozibigi bitkisinden elde edilen DNA’lar ile yapilan
ISSR ve RAPD PCR analizlerinde her bir primerde farkli derecelerde polimorfizm tespit

edilmistir.
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Tablo 3.6. Horozibigi bitkisinde PCR analizlerinden elde edilen polimorfik bantlarin degisimi ve GKS
degerleri tablosu (a*: kontrole gore yeni olusan bant sayisi, b*: kontrole gore kaybolan bant sayisi, a+b*:
polimorfik bant sayisi)

Primer Kontroldeki 50 ng 100 pg 150 pg 200 pg
ISSR Toplam

RAPD Bant Sayisi a b a b a b a b
812 5 0 1 0 2 1 3 1 4
814 6 0 1 0 1 1 1 0 2
813 8 0 0 0 2 2 2 2 2
810 9 1 2 1 2 1 6 4 5
D11 5 2 2 2 2 0 1 2 3
PM10 5 4 2 3 2 8 4 10 4

OPA2 10 3 2 2 5 3 1
PM3 2 0 0 0 0 0 1 0 1
a+b 50 19 20 38 44
GKS %62 %60 %24 %12

ISSR ve RAPD analizi sonuglarina gore genomik kalip stabilitesi degerleri
hesaplanmigtir. Elde edilen degerlere gore P. glauca aseton ekstrakti uygulanan
horozibigi bitkisinde en yiiksek GKS degeri 50 pg/ml konsantrasyonunda %62 ve en
diisiik GKS degeri 200 pg/ml konsantrasyonunda %12 olarak hesaplanmistir. GKS
degerleri sirastyla; 100 pg/ml konsantrasyonu i¢in %60 ve 150 pg/ml konsantrasyonu
icin %24 olarak bulunmustur (Tablo 3.6).

3.3.2. Portulaca oleracea ISSR ve RAPD PCR Analizleri

ISSR 810 ve ISSR 812 primerleri ile P. oleracea DNA’lar1 kullanilarak yapilan

PCR analizi sonuglar1 Sekil 3.21°de verilmistir.
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Sekil 3.21. ISSR 810 ve ISSR 812 primerleri ile semizotu DNA 'lart kullanilarak yapilan PCR analizi
sonuglart

ISSR 810 primeri ve liken ekstraktinin 50, 100, 150, 200 pg/ml
konsantrasyonlarinda ¢imlenen semizotu fidelerinden elde edilen DNA’lar ile yapilan
ISSR PCR analizi sonucunda toplam 5 bant elde edilmistir. Bant biiytikliikleri 774 bg ile
2571 bg arasinda degismektedir. Kontrol grubunda toplam 5 adet bant olusurken 50, 100,
150 ve 200 pg/ml dozlarinda sirasiyla 4, 4, 4 ve 4 adet bant olusmustur. Kontrol grubunda
bulunan 2571 bg biiyiikliigiindeki bant 50, 100, 150 ve 200 pg/ml konsantrasyonlarinda
kaybolmustur.
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Sekil 3.22. Semizotu bitkisinde 810 primeriyle yapilan ISSR PCR sonucunda elde edilen DNA bant profili
farkliklarinin dendrogram ile gosterimi

ISSR 810 primeri ile gerceklestirilen ISSR analizi sonucunda kontrol grubu ve
konsantrasyonlar arasi iliskiler ve benzerlikler Jaccard esitligi kullanilarak elde edilen
UPGMA dendrogrami ile degerlendirilmistir (Sekil 3.22). Elde edilen dendrogramda
kontrol grubunun diger konsantrasyonlardan farklilastig: tespit edilmistir. Uygulanan P.
glauca liken aseton ekstraktinin diisiik konsantrasyondan yiiksek konsantrasyona dogru

dallanmalar olugturmasi sonuglarin anlamli oldugunu géstermektedir.

ISSR 812 primeri ve liken ekstraktinin 50, 100, 150, 200 pg/ml
konsantrasyonlarinda ¢imlenen semizotu fidelerinden elde edilen DNA’lar ile yapilan
ISSR PCR analizi sonucunda toplam 7 adet bant elde edilmistir. Bant biiytikliikleri 608
bg ile 2259 bg arasinda degismektedir. Kontrol grubunda toplam 5 adet bant olusurken
50, 100, 150 ve 200 pg/ml dozlarinda sirasiyla 5, 5, 6 ve 6 adet bant olusmustur. 150
ng/ml dozunda kontrol ve diger dozlarda bulunmayan 1565 bg biiyiikliigiinde yeni bir
bant olusmustur. 200 pg/ml konsantrasyonunda ise kontrol grubu ve diger

konsantrasyonlarda bulunmayan 774 bg biiyiikliiglinde bir bant meydana gelmistir.
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Sekil 3.23. Semizotu bitkisinde 812 primeriyle yapilan ISSR PCR sonucunda elde edilen DNA bant profili
SJarkliliklarimin dendrogram ile gésterimi
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ISSR 812 primeri ile gerceklestirilen ISSR analizi sonucunda kontrol grubu ve
konsantrasyonlar arasi iliskiler ve benzerlikler Jaccard esitligi kullanilarak elde edilen
UPGMA dendrogrami ile degerlendirilmistir (Sekil 3.23). Elde edilen dendrogramda 150
ve 200 pg/ml konsantrasyonlarinin kontrol, 50 ve 100 pg/ml konsantrasyonlarindan
farklilagtigi  goriilmektedir. Uygulanan P. glauca aseton ekstraktinin diisiik
konsantrasyondan yliksek konsantrasyona dogru dallanmalar olusturmasi sonuglarin

anlamli oldugunu gdstermektedir.

ISSR 813 ve ISSR 814 primerleri ile P. oleracea DNA’lar1 kullanilarak yapilan
PCR analizi sonuglar1 Sekil 3.24°te verilmistir.
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Sekil 3.24. ISSR 813 ve ISSR 814 primerleri ile semizotu DNA 'lar1 kullanilarak yapilan PCR analizi
sonuglart
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ISSR 813 primeri ve liken ekstraktinin 50, 100, 150, 200 pg/ml
konsantrasyonlarinda ¢imlenen semizotu fidelerinden elde edilen DNA’lar ile yapilan
ISSR PCR analizi sonucunda toplam 8 adet bant elde edilmistir. Bant biiyiikliikleri 436
be ile 2113 bg arasinda degismektedir. Kontrol grubunda toplam 7 adet bant olusurken
50, 100, 150 ve 200 pg/ml dozlarinda sirasiyla 7, 6, 6 ve 5 adet bant olugsmustur. Kontrol
grubunda bulunan 1523 bg biiyiikliigiinde bant 50, 100 ve 150 pg/ml doz uygulamalarinda
mevcutken, 200 pg/ml dozunda kaybolmustur. Kontrol ve 50 pg/ml konsantrasyonunda
bulunan 860 bg¢ biiylikliiglindeki bant 100, 150 ve 200 pug/ml konsantrasyonlarinda
ortadan kaybolmustur. Kontrol grubunda bulunmayan 512 bg biiylikliigiindeki bir bant
50, 100, 150, 200 pg/ml konsantrasyonlarinda ortaya ¢ikmistir. Kontrol dozundaki 436
be biiytikliigiindeki bant 50, 100, 150 ve 200 pg/ml dozlarinda kaybolmustur.
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Sekil 3.25. Semizotu bitkisinde 813 primeriyle yapilan ISSR PCR sonucunda elde edilen DNA bant profili
farkliliklarimin dendrogram ile gosterimi

ISSR 813 primeri ile gerceklestirilen ISSR analizi sonucunda kontrol grubu ve
konsantrasyonlar arasi iliskiler ve benzerlikler Jaccard esitligi kullanilarak elde edilen
UPGMA dendrogrami ile degerlendirilmistir (Sekil 3.25). Dendrogramda kontrol
grubunun diger test gruplarindan farklilastig1 goriilmektedir. Uygulanan P. glauca aseton
ekstraktinin diisiik konsantrasyondan yiliksek konsantrasyona dogru dallanmalar

olusturmas1 sonuglarin anlamli oldugunu gostermektedir.

ISSR 814 primeri ve liken ekstraktinin 50, 100, 150, 200 pg/ml
konsantrasyonlarinda ¢imlenen semizotu fidelerinden elde edilen DNA’lar ile yapilan
ISSR PCR analizi sonucunda toplam 5 bant elde edilmistir. Bant biiyiikliikleri 751 bg ile
7785 bg arasinda degismektedir. Kontrol grubunda toplam 5 adet bant olusurken 50, 100,
150 ve 200 ng/ml dozlarinda sirasiyla 5, 4, 4 ve 4 adet bant olusmustur. Kontrol grubunda
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bulunan 1500 be¢ biiyiikliigiindeki bant 50, 100, 150, 200 pg/ml konsantrasyonlarinda
kaybolmustur.
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e .26. Semizotu bitkisinde primeriyle yapilan sonucunda elde edilen ant profili
Sekil 3.26. S bitkisinde 814 ! lan ISSR PCR da elde edilen DNA b /
farkliklarinin dendrogram ile gosterimi

ISSR 814 primeri ile gerceklestirilen ISSR analizi sonucunda kontrol grubu ve
konsantrasyonlar arasi iliskiler ve benzerlikler Jaccard esitligi kullanilarak elde edilen
UPGMA dendrogramu ile degerlendirilmistir (Sekil 3.26). Elde edilen dendrogramda
kontrol grubu ile diger dozlarin belirgin sekilde farklilagtigi goriilmektedir.

RAPD D11 ve RAPD OPA2 primerleri ile P. oleracea DNA’lar1 kullanilarak
yapilan PCR analizi sonuglar1 Sekil 3.27°de verilmistir.

D11 Primeri OPA2 Primeri
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Sekil 3.27. RAPD D11 ve RAPD OPA2 primerleri ile semizotu DNA ’lart kullanilarak yapilan PCR
analizi sonug¢lari

RAPD DI11 primeri ve liken ekstraktinin 50, 100, 150, 200 pg/ml
konsantrasyonlarinda ¢imlenen semizotu fidelerinden elde edilen DNA’lar ile yapilan
RAPD PCR analizi sonucunda toplam 15 adet bant elde edilmistir. Bant biiyiikliikleri 608
be ile 2180 bg arasinda degismektedir. Kontrol grubunda toplam 9 adet bant olusurken
50, 100, 150 ve 200 pg/ml dozlarinda sirasiyla 10, 8, 5 ve 7 adet bant olusmustur. Kontrol
grubundaki 1749 be biiyiikliiglindeki bant 50 pg/ml doz uygulamasinda bulunurken; 100,
150 ve 200 pg/ml doz uygulamalarinda kaybolmustur. Kontrol grubundaki 1613 bg
bliylikliigiindeki  bant 100  pug/ml  konsantrasyonunda  bulunmakta, diger
konsantrasyonlarda bulunmamaktadir. Kontrol grubu ile 50, 100, 150 pg/ml doz
uygulamalarinda bulunan 1522 bg biiyiikliigiindeki bant 200 pg/ml doz uygulamasinda
kaybolmustur. Kontrol grubundaki 618 bg biiyiikliigiindeki bant 50 ve 100 ug/ml doz
uygulamalarinda kaybolmustur. Kontrol ve 50 pg/ml konsantrasyonlarinda bulunan 1456
b¢ biiyiikligiindeki bant 100, 150 ve 200 pg/ml konsantrasyon uygulamalarinda
kaybolmustur. Kontrol grubunda bulunmayan 1084 bg biiyiikliigiinde yeni bir bant 100,
150, 200 pg/ml doz uygulamalarinda meydana gelmistir. Kontrol grubundaki 1321 bg
biiyiikliigiindeki bant 100, 150 ve 200 pg/ml dozlarinda kaybolmustur. 200 ug/ml doz
uygulamasinda kontrol grubunda olmayan 1000 ve 1071 bg biiyiikliigiinde yeni bantlar
ortaya ¢ikmistir. Kontrol grubunda bulunan 868 bg¢ biiyiikliiglindeki bant 50, 100, 150
ug/ml dozlarinda mevcutken 200 pg/ml doz uygulamasinda kaybolmustur.
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Sekil 3.28. Semizotu bitkisinde D11 primeriyle yapilan RAPD PCR sonucunda elde edilen DNA bant
profili farkliliklarimin dendrogram ile gdsterimi

RAPD D11 primeri ile ger¢eklestirilen RAPD analizi sonucunda kontrol grubu ve
konsantrasyonlar arasi iliskiler ve benzerlikler Jaccard esitligi kullanilarak elde edilen
UPGMA dendrogramu ile degerlendirilmistir (Sekil 3.28). Veri analizi sonucu elde edilen
dendrogramda kontrol grubu ve 50 pg/ml konsantrasyonu bir alt kiimede, 100 ve 150
ng/ml konsantrasyonu ise ikinci alt kiimede toplanmistir. 200 pg/ml konsantrasyonu ise
dendrogramda ayr1 bir dal olusturmustur. Bu da bize bant profilinin en fazla 200 pg/ml

konsantrasyonunda degistigini isaret etmektedir.

RAPD OPA2 primeri ve liken ekstraktiin 50, 100, 150, 200 pg/ml
konsantrasyonlarinda ¢imlenen semizotu fidelerinden elde edilen DNA’lar ile yapilan
RAPD PCR analizi sonucunda toplam 13 bant elde edilmistir. Bant biiyiikliikleri 400 bg
ile 1924 bg arasinda degismektedir. Kontrol grubunda toplam 10 adet bant olugurken 50,
100, 150 ve 200 pg/ml dozlarinda sirasiyla 9, 8, 7 ve 7 adet bant olugsmustur. Kontrol
grubundaki 2390 bg biiytikliigiindeki bant 50, 150 ve 200 pg/ml doz uygulamalarinda
bulunmakla birlikte 100 pg/ml doz uygulamasinda kaybolmustur. Kontroldeki 2048 b¢
biyiikligiindeki bant 50, 100, 150 ve 200 pg/ml doz uygulamalarinda kaybolmustur.
Kontrol grubundaki 1870 bg¢ ve 1643 bg biiyiikliiglindeki bantlar 50 pg/ml doz
uygulamasinda bulunmaktadir, 100, 150 ve 200 pg/ml dozlarinda kaybolmustur. Kontrol
grubunda bulunan 940 bg biyiikligiindeki bant 50, 100, 150 ve 200 pg/ml doz
uygulamalarinda ortadan kaybolmustur. 50 pg/ml doz uygulamasinda kontrolde olmayan
830 bg’lik bant meydana gelmistir ve bu bant 100 ve 200 pg/ml doz uygulamasinda
bulunmakta, 150 pg/ml doz wuygulamasinda bulunmamaktadir. 100 pg/ml
konsantrasyonunda kontrol ve 50 pg/ml dozlarinda olmayan 2390 bg biiyiikliigiinde bir
bant meydana gelmistir. 100 pg/ml doz uygulamasinda 1700 bg biiyiikliiglinde yeni bir
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bant meydana gelmistir. 150 pg/ml doz uygulamasinda kontrol grubunda olmayan 1350
be biiytikliigiinde yeni bir bant meydana gelmistir.
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Sekil 3.29. Semizotu bitkisinde OPA2 primeriyle yapilan RAPD PCR sonucunda elde edilen DNA bant
profili farkliliklarimin dendrogram ile gdsterimi

RAPD OPA2 primeri ile gergeklestirilen RAPD analizi sonucunda kontrol grubu
ve konsantrasyonlar arasi iliskiler ve benzerlikler Jaccard esitligi kullanilarak elde edilen
UPGMA dendrogrami ile degerlendirilmistir (Sekil 3.33). Elde edilen dendrogramda
kontrol grubu ve 50 pg/ml konsantrasyonu bir kiimede toplanirken, 100, 150 ve 200
ug/ml konsantrasyonlar: ikinci bir kiime olusturmustur. Uygulanan P. glauca aseton
ekstraktinin diisiik konsantrasyondan yiiksek konsantrasyona dogru dallanmalar

olusturmasi sonuglarin anlamli oldugunu gostermektedir.

RAPD PM3 ve RAPD PM10 primerleri ile P. oleracea DNA’lar1 kullanilarak
yapilan PCR analizi sonuglar1 Sekil 3.30’da verilmistir.

PMS3 Primeri PM10 Primeri
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Sekil 3.30. RAPD PM3 ve RAPD PM10 primerleri ile semizotu DNA ’lari kullanilarak yapilan PCR
analizi sonug¢lari

RAPD PM3 primeri ve liken ekstraktimin 50, 100, 150, 200 pg/ml
konsantrasyonlarinda ¢imlenen semizotu fidelerinden elde edilen DNA’lar ile yapilan
RAPD PCR analizi sonucunda toplam 15 bant elde edilmistir. Bant biiyiikliikleri 925 bg
ile 3583 bg arasinda degismektedir. Kontrol grubunda toplam 12 adet bant olusurken 50,
100, 150 ve 200 pg/ml dozlarinda sirastyla 9, 11, 10 ve 9 adet bant olusmustur. Kontrol
grubundaki 2815 bg biiytlikliigiindeki bant 50, 100, 150 pg/ml dozlarinda bulunmakta,
200 pg/ml dozunda kaybolmaktadir. Kontrol grubunda bulunan 1172 bg biiytikliigiindeki
bant 50, 100 ve 200 pg/ml dozlarinda bulunmakta 150 pg/ml dozunda kaybolmaktadir.
Kontrol grubunda olan 1000 bg¢ biiyiikliigiindeki bant diger doz uygulamalarinda
kaybolmustur. 50 pg/ml doz uygulamasinda kontrol grubunda olmayan 2542 bg
bliyiikliiglinde bir bant ortaya g¢ikmistir. Kontrol grubunda bulunmayan 1020 bg
biiytikliigiindeki bant 50, 100, 150 ve 200 pg/ml dozlarinda ortaya ¢ikmistir.
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Sekil 3.31. Semizotu bitkisinde PM3 primeriyle yapilan RAPD PCR sonucunda elde edilen DNA bant
profili farkliliklarinin dendrogram ile gosterimi

RAPD PM3 primeri ile gerceklestirilen RAPD analizi sonucunda kontrol grubu ve
konsantrasyonlar arasi iliskiler ve benzerlikler Jaccard esitligi kullanilarak elde edilen
UPGMA dendrogrami ile degerlendirilmistir (Sekil 3.31). Veri analizi sonucu elde edilen
dendrogramda kontrol grubunun diger gruplardan farklilastigi goriilmektedir.
Dendrogramda 50, 100 ve 150 pg/ml konsantrasyonlar1 bir kiimede toplanirken, 200
ug/ml  konsantrasyonu ayri bir dal olusturmustur. Bu durum 200 pg/ml
konsantrasyonunun diger doz uygulamalarindan farklilik gosterdigini ve uygulanan P.
glauca aseton ekstraktinin diisiik konsantrasyondan yiiksek konsantrasyona dogru

dallanmalar olusturmasi sonuclarin anlamli oldugunu ortaya koymaktadir.

RAPD PMI10 primeri ve liken ekstraktinin 50, 100, 150, 200 pg/ml
konsantrasyonlarinda ¢imlenen semizotu fidelerinden elde edilen DNA’lar ile yapilan
RAPD PCR analizi sonucunda toplam 21 adet bant elde edilmistir. Bant biiyiikliikleri 627
be ile 3333 bg arasinda degismektedir. Kontrol grubunda toplam 8 adet bant olusurken
50, 100, 150 ve 200 png/ml dozlarinda sirasiyla 8, 9, 11 ve 9 adet bant olusmustur. Kontrol
grubundaki 2542 bg¢ biiyiikliigiindeki bant 50, 100, 150 ve 200 pg/ml dozlarinda
kaybolmustur. Kontrol grubu ve 50 pg/ml dozundaki 855 bg bityiikliigiindeki bant diger
dozlarda kaybolmustur. 150 pg/ml doz uygulamasinda kontrol grubunda olmayan 3333
b¢ biyiikligiinde yeni bir bant ortaya c¢ikmistir. 100, 150 ve 200 pg/ml
konsantrasyonlarinda kontrol dozunda bulunmayan 2000 bg¢ biiyiikliigiinde bir bant
bulunmaktadir. Kontrol grubu ile 50, 100, 150 pg/ml gruplarinda bulunan 1091 bg
biiytikligiindeki bant 200 pg/ml doz uygulamasinda kaybolmustur. 200 pg/ml doz
uygulamasinda kontrolde olmayan 950 bg biiytikliiglinde bir bant ortaya ¢ikmigtir. 100,
150, 200 pg/ml doz uygulamalarinda kontrolde olmayan 800 bg biiyiikliigiinde bir bant
ortaya ¢ikmaistir.
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Sekil 3.32. Semizotu bitkisinde PM10 primeriyle yapilan RAPD PCR sonucunda elde edilen DNA bant
profili farkliliklarinin dendrogram ile gosterimi

RAPD PMI10 primeri ile gerceklestirilen RAPD analizi sonucunda kontrol grubu
ve konsantrasyonlar arasi iliskiler ve benzerlikler Jaccard esitligi kullanilarak elde edilen
UPGMA dendrogramu ile degerlendirilmistir (Sekil 3.32). Veri analizi sonucu elde edilen
dendrogramdaki ana kiimede kontrol grubu ve 50 ng/ml konsantrasyonu bir alt kiimede,
100 ve 150 pg/ml konsantrasyonu ise ikinci alt kiimede toplanmustir. 200 pg/ml
konsantrasyonu ise dendrogramda ayri bir dal olusturmustur. Bu da bize 200 pg/ml

konsantrasyonunda bant profilinin en fazla degistigini isaret etmektedir.

Yapilan ISSR ve RAPD PCR analizleri sonrasinda her primer i¢in her bir
konsantrasyonda elde edilen bant profillerinin kontrol dozundaki bant profili ile
karsilastirilmastyla polimorfizm hesaplamalar1 yapilmistir. Kontrolde var olup dozlarda
bulunmayan ve/veya kontrole goére dozlarda yeni olusan bantlar polimorfik olarak
degerlendirilmistir (Tablo 3.7). Semizotu bitkisinden elde edilen DNA’lar ile yapilan
ISSR ve RAPD PCR analizlerinde her bir primerde farkli derecelerde polimorfizm tespit

edilmistir.
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Tablo 3.7. Semizotu bitkisinde PCR analizlerinden elde edilen polimorfik bantlarin degisimi ve GKS
degerleri tablosu (a*: kontrole gore yeni olusan bant sayisi, b*: kontrole gére kaybolan bant sayisi, a+b*:
polimorfik bant sayisi)

Primer Kontroldeki 50 ng 100 pg 150 pg 200 pg
ISSR Toplam

RAPD Bant Sayisi . b . b . b . b
810 5 0 1 0 1 0 1 0 1
812 5 0 0 0 0 1 0 1 0
813 7 1 1 1 2 0 1 3
814 5 0 1 0 1 0 1 0
D11 9 3 2 2 4 1 5 4 6

OPA2 10 1 2 3 5 1 4 2 5
PM3 12 2 2 1 2 2 4 1 4
PM10 8 1 0 6 5 6 3 8 7
a+b 61 17 33 31 44
GKS %72,2 %46 %49,2 %27,9

ISSR ve RAPD analizi sonucglarina gore genomik kalip stabilitesi degerleri
hesaplanmugtir. Elde edilen degerlere gore P. glauca aseton ekstrakti uygulanan semizotu
bitkisinde en yiliksek GKS degeri 50 pg/ml konsantrasyonunda %72,2 ve en diisiik GKS
degeri 200 pg/ml konsantrasyonunda %27,9 olarak hesaplanmistir. GKS degerleri
sirastyla; 100 pg/ml konsantrasyonu i¢in %46 ve 150 ug/ml konsantrasyonu i¢in %49,2
olarak hesaplanmistir (Tablo 3.7).

3.3.3. Setaria verticillata ISSR ve RAPD PCR Analizleri

ISSR 813 ve ISSR 810 primerleri ile S. verticillata DNA’lar1 kullanilarak yapilan

PCR analizi sonuglar1 Sekil 3.33’te verilmistir.
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Sekil 3.33. ISSR 813 ve ISSR 810 primerleri ile yapiskan ot DNA lart kullanilarak yapilan PCR analizi
sonuglart

ISSR 813 primeri ve liken ekstraktinin 50, 100, 150 pg/ml konsantrasyonlarinda
cimlenen yapiskan ot fidelerinden elde edilen DNA’lar ile yapilan ISSR PCR analizi
sonucunda toplam 5 bant elde edilmistir. Bant biiyiikliikleri 345 bg ile 1600 bg arasinda
degismektedir. Kontrol grubunda toplam 3 adet bant olusurken 50, 100 ve 150 pug/ml
dozlarinda sirastyla 4, 4 ve 3 adet bant olusmustur. Kontrol grubundaki 700 bg
biiyiikliigiinde bant 50 pg/ml doz uygulamasinda bulunmaktayken 100 ve 150 pg/ml doz
uygulamasinda ortadan kaybolmustur. 50 ve 100 pg/ml doz uygulamalarinda kontrolde
olmayan 345 bc¢ biiylkliigliinde bant meydana gelmistir. 100 ve 150 pg/ml doz
uygulamalarinda kontrol ve 50 pg/ml doz uygulamalarinda olmayan 655 bg

biiytlikliigiinde bant olusmustur.
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Sekil 3.34. Yapiskan ot bitkisinde 813 primeriyle yapilan ISSR PCR sonucunda elde edilen DNA bant
profili farkliliklarimin dendrogram ile gdsterimi

ISSR 813 primeri ile gerceklestirilen ISSR analizi sonucunda kontrol grubu ve
konsantrasyonlar arasi iliskiler ve benzerlikler Jaccard esitligi kullanilarak elde edilen
UPGMA dendrogramui ile degerlendirilmistir (Sekil 3.34). Veri analizi sonucu elde edilen
dendrogramdaki bir kiimede kontrol grubu ve 50 pg/ml konsantrasyonu, bir diger kiimede
100 ve 150 pg/ml konsantrasyonu toplanmistir. Uygulanan liken ekstraktinin diisiik
konsantrasyondan yiiksek konsantrasyona dogru dallanmalar olusturmasi sonuglarin
anlamli oldugunu ifade etmektedir.

ISSR 810 primeri ve liken ekstraktinin 50, 100, 150 pg/ml konsantrasyonlarinda
cimlenen yapiskan ot fidelerinden elde edilen DNA’lar ile yapilan ISSR PCR analizi
sonucunda toplam 9 bant elde edilmistir. Bant biiyiikliikleri 800 bg ile 2627 bg¢ arasinda
degismektedir. Kontrol grubunda toplam 5 adet bant olusurken 50, 100 ve 150 pg/ml
dozlarinda sirasiyla 5, 5 ve 3 adet bant olusmustur. Kontrol grubundaki 1792 bg
blyiikliiglinde bant diger doz uygulamalarinin tiimiinde kaybolmustur. Kontrol
grubundaki 2508 bg¢ biiyiikliigiindeki bant 50 ve 100 pg/ml dozlarinda mevcut olmasina
ragmen 150 pg/ml doz uygulamasinda kaybolmustur. 150 pg/ml doz uygulamasinda
kontrol grubu, 50 ile 100 pg/ml konsantrasyonlarinda bulunmayan 2627 bg biiyiikliigiinde
bir bant ortaya ¢ikmistir. Kontrol ve 50 pug/ml dozundaki 1329 bg biiyiikliigiindeki bant
100 ve 150 pg/ml dozlarinda kaybolmustur. 100 pg/ml dozunda 1738 bg biiytikliiglinde
bir bant ortaya ¢ikmistir. 150 pg/ml konsantrasyonunda kontrol grubunda olmayan 937
be biiyiikliiglinde bir bant ortaya ¢ikmistir. Kontrol grubu, 50 ve 100 pg/ml dozlarinda
bulunan 946 bg biiyiikliigiindeki bant 150 pg/ml dozunda kaybolmustur.
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Sekil 3.35. Yapiskan ot bitkisinde 810 primeriyle yapilan ISSR PCR sonucunda elde edilen DNA bant
profili farkliliklarimin dendrogram ile gdsterimi

ISSR 810 primeri ile gergeklestirilen ISSR analizi sonucunda kontrol grubu ve
konsantrasyonlar arasi iliskiler ve benzerlikler Jaccard esitligi kullanilarak elde edilen
UPGMA dendrogrami ile degerlendirilmistir (Sekil 3.35). Bu dendrogramda P. glauca
aseton ekstraktinin 50 ve 100 pg/ml konsantrasyonlari kontrolle ayni dalda kiimelenirken,
150 pg/ml konsantrasyonu ayr1 bir kiime olusturmustur. Dendrogramda olusan kiimelerde
dallanmalarin diisiik konsantrasyondan yiiksek konsantrasyona dogru  olugmasi
sonuglarin anlamli oldugunu gostermektedir.

ISSR 814 ve ISSR 812 primerleri ile S. verticillata DNA’lar1 kullanilarak yapilan
PCR analizi sonuglar1 Sekil 3.36’da verilmistir.
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Sekil 3.36. ISSR 814 ve ISSR 812 primerleri ile yapiskan ot DNA lart kullanilarak yapilan PCR analizi
sonuglart

ISSR 814 primeri ve liken ekstraktinin 50, 100, 150 pg/ml konsantrasyonlarinda
cimlenen yapiskan ot fidelerinden elde edilen DNA’lar ile yapilan ISSR PCR analizi
sonucunda toplam 10 adet bant elde edilmistir. Bant biiyiikliikleri 678 bg ile 3637 bg
arasinda degigsmektedir. Kontrol grubunda toplam 8 adet bant olusurken 50, 100 ve 150
png/ml dozlarinda sirasiyla 8, 9 ve 8 adet bant olusmustur. Kontrol, 50 ve 100 pg/ml
dozlarinda bulunan 1655 bg¢ biiyiikliigiindeki bant 150 pg/ml doz uygulamasinda
kaybolmustur. 50 ug/ml doz uygulamasinda kontrol grubunda olmayan 800, 920 ve 1868
be biiytikliigiinde ii¢ yeni bant ortaya ¢ikmistir. 100 pg/ml doz uygulamasinda kontrolde
olmayan 900 bg¢ biiyiikligiinde yeni bir bant meydana gelmistir. 150 pg/ml doz
uygulamasinda kontrol, 50 ve 100 pg/ml doz uygulamalarinda olmayan 1468 bg¢’lik bir
bant ortaya ¢ikmistir. 100 ve 150 pg/ml doz uygulamalarinda kontrol grubu ve 50 pg/ml
konsantrasyonunda olmayan 678, 900 ve 1753 bg biiytikliiklerinde {i¢ yeni bant meydana

gelmistir.

Sekil 3.37. Yapiskan ot bitkisinde 814 primeriyle yapilan ISSR PCR sonucunda elde edilen DNA bant
profili farkhiliklarinin dendrogram ile gosterimi
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ISSR 814 primeri ile gerceklestirilen ISSR analizi sonucunda kontrol grubu ve
konsantrasyonlar arasi iliskiler ve benzerlikler Jaccard esitligi kullanilarak elde edilen
UPGMA dendrogramu ile degerlendirilmistir (Sekil 3.37). Veri analizi sonucu elde edilen
dendrogramdaki ilk alt kiimede kontrol grubu ve 50 pg/ml konsantrasyonu, diger alt
kiimede 100 ve 150 pg/ml konsantrasyonu toplanmistir. Yiiksek konsantrasyonlarin ayri
dallanmalar olusturup kontrol grubu ve diisiikk konsantrasyonlardan ayrildigi tespit

edilmistir.

ISSR 812 primeri ve liken ekstraktinin 50, 100, 150 pg/ml konsantrasyonlarinda
cimlenen yapiskan ot fidelerinden elde edilen DNA’lar ile yapilan ISSR PCR analizi
sonucunda toplam 11 adet bant elde edilmistir. Bant biiyiikliikleri 560 bg¢ ile 2350 bg
arasinda degigsmektedir. Kontrol grubunda toplam 5 adet bant olusurken 50, 100 ve 150
ug/ml dozlarinda sirasiyla 5, 6 ve 9 adet bant olugsmustur. Kontrol grubu, 50 ve 100 doz
png/ml uygulamalarinda bulunan 1750 bg biiyiikligiindeki bant 150 pg/ml doz
uygulamasinda kaybolmustur. 150 pg/ml doz uygulamasinda kontrol grubunda ve diger

dozlarda olmayan 560, 1040 ve 1534 bg biiyiikliiglinde bantlar meydana gelmistir.

Sekil 3.38. Yapiskan ot bitkisinde 812 primeriyle yapilan ISSR PCR sonucunda elde edilen DNA bant
profili farkliliklarinin dendrogram ile gosterimi

ISSR 812 primeri ile gergeklestirilen ISSR analizi sonucunda kontrol grubu ve
konsantrasyonlar arasi iligkiler ve benzerlikler Jaccard esitligi kullanilarak elde edilen
UPGMA dendrogrami ile degerlendirilmistir (Sekil 3.38). Dendrogramda P. glauca
aseton ekstraktinin 50 ve 100 pg/ml konsantrasyonlar1 kontrolle ayn1 dalda kiimelenirken,
150 pg/ml konsantrasyonu ayri bir kiime olusturmustur. Kontrol ve 50 pg/ml
konsantrasyonlarina ait bant profillerinin ayni oldugu belirlenmistir. Uygulanan P. glauca
liken aseton ekstraktinin diigiik konsantrasyondan yiiksek konsantrasyona dogru

dallanmalar olusturmasi sonuclarin anlamli oldugunu gostermektedir.
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RAPD OPA2 ve RAPD PM3 primerleri ile S. verticillata DNA’lar1 kullanilarak
yapilan PCR analizi sonuglar1 Sekil 3.39’da verilmistir.
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Sekil 3.39. RAPD OPA2 ve RAPD PM3 primerleri ile yapiskan ot DNA lari kullanilarak yapilan PCR
analizi sonuglar

RAPD OPA2 primeri ve liken ekstraktinin 50, 100, 150 pg/ml konsantrasyonlarinda
cimlenen yapigkan ot fidelerinden elde edilen DNA’lar ile yapilan RAPD PCR analizi
sonucunda toplam 10 bant elde edilmistir. Bant biiyiikliikleri 500 bg ile 3000 bg arasinda
degismektedir. Kontrol grubunda toplam 10 adet bant olusurken 50, 100 ve 150 pg/ml
dozlarinda sirasiyla 10, 10 ve 8 adet bant olusmustur. Kontrol grubu, 50 ve 100 pg/ml
doz uygulamalarinda bulunan 2452 bg biiyiikligindeki bant 150 pg/ml doz

uygulamasinda kaybolmustur.
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Sekil 3.40. Yapiskan ot bitkisinde OPA2 primeriyle yapilan RAPD PCR sonucunda elde edilen DNA bant
profili farkliliklarinin dendrogram ile gosterimi

RAPD OPA2 primeri ile gergeklestirilen RAPD analizi sonucunda kontrol grubu
ve konsantrasyonlar arasi iliskiler ve benzerlikler Jaccard esitligi kullanilarak elde edilen
UPGMA dendrogramu ile degerlendirilmistir (Sekil 3.40). Dendrogramda 150 pg/ml doz
uygulamasinin diger doz uygulamalarindan farklilik gosterdigi belirlenmistir. Uygulanan
P. glauca aseton ekstraktinin diisiik konsantrasyondan yiiksek konsantrasyona dogru

dallanmalar olusturmasi sonuclarin anlamli oldugunu géstermektedir.

RAPD PM3 primeri ve liken ekstraktinin 50, 100, 150 pg/ml
konsantrasyonlarinda ¢imlenen yapiskan ot fidelerinden elde edilen DNAlar ile yapilan
RAPD PCR analizi sonucunda toplam 9 bant elde edilmistir. Bant biiyiikliikleri 600 bg
ile 2930 bg arasinda degismektedir. Kontrol grubunda toplam 6 adet bant olusurken 50,
100 ve 150 pg/ml dozlarinda sirastyla 7, 6 ve 5 adet bant olusmustur. Kontrol grubundaki
1021 bg biiyiikliigiindeki bant 50 pg/ml doz uygulamasinda bulunmakta 100 ve 150 pg/ml
doz uygulamalarinda ortadan kaybolmaktadir. 50 pg/ml doz uygulamasinda kontrol
grubunda olmayan 1278 bg biiyiikliigiinde bir bant ortaya ¢ikmistir. 100 pg/ml doz
uygulamasinda kontrol ve 50 pg/ml dozunda olmayan 646 bg¢ biiylikliiglinde yeni bant
meydana gelmistir. 150 pg/ml doz uygulamasinda kontrol, 50 ve 100 pg/ml dozlarinda
olmayan 526 bg biiyiikliigiinde bir bant olusmustur.
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Sekil 3.41. Yapiskan ot bitkisinde PM3 primeriyle yapilan RAPD PCR sonucunda elde edilen DNA bant
profili farkhiliklarinin dendrogram ile gosterimi
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RAPD PM3 primeri ile gerceklestirilen RAPD analizi sonucunda kontrol grubu ve
konsantrasyonlar arasi iliskiler ve benzerlikler Jaccard esitligi kullanilarak elde edilen
UPGMA dendrogramu ile degerlendirilmistir (Sekil 3.41). Bu dendrogramda P. glauca
aseton ekstraktinin 50 ve 100 pg/ml konsantrasyonu kontrolle ayni dalda kiimelenirken,
150 pg/ml konsantrasyonu ayri dalda kiimelenmistir. Bu da bize 150 pg/ml
konsantrasyonunda bant profilinin degistigini isaret etmektedir. Dendrogramda olusan
kiimelerde dallanmalarin diisiik konsantrasyondan yiiksek konsantrasyona dogru

olugmasi sonuglarin anlamli oldugunu gostermektedir.

RAPD PM10 ve RAPD D11 primerleri ile S. verticillata DNA’lar1 kullanilarak
yapilan PCR analizi sonuglar1 Sekil 3.42°de verilmistir.
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Sekil 3.42. RAPD PM10 ve RAPD D11 primerleri ile yapiskan ot DNA lart kullanilarak yapilan PCR
analizi sonuglar
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RAPD PMI10 primeri ve liken ekstraktiiin 50, 100, 150 pg/ml
konsantrasyonlarinda ¢imlenen yapiskan ot fidelerinden elde edilen DNA’lar ile yapilan
RAPD PCR analizi sonucunda toplam 17 bant elde edilmistir. Bant biiyiikliikleri 638 bg
ile 3500 bg arasinda degismektedir. Kontrol grubunda toplam 10 adet bant olugurken 50,
100 ve 150 pg/ml dozlarinda sirasiyla 10, 10 ve 11 adet bant olusmustur. Kontrol doz
uygulamasindaki 1115 bg biiytikliigiindeki bant 50, 100 ve 150 ng/ml doz uygulamasinda
kaybolmustur. Kontrol dozundaki 657 ve 746 bg biiyiikliiklerindeki bantlar diger dozlarda
ortadan kaybolmustur. 100 ve 150 pg/ml doz uygulamalarinda kontrol ve 50 pg/ml
dozlarinda olmayan 2000 bg biiyiikliigiinde yeni bir bant ortaya ¢ikmistir. 50, 100 ve 150
ng/ml konsantrasyonlarinda kontrol grubunda olmayan 1063 ve 888 b¢’lik yeni bantlar
ortaya ¢cikmistir. 50, 100 ve 150 pg/ml doz uygulamalarinda kontrol grubunda olmayan
722 bg biiyiikliigiinde yeni bir bant meydana gelmistir. 150 pg/ml doz uygulamasinda
kontrol dozundaki 1738 b¢ biyiikligiindeki bant kaybolmustur. 150 pg/ml
konsantrasyonunda kontrol grubunda olmayan 1200 bg¢ biiyiikliigiinde bant ortaya
cikmustir.

! I |
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Sekil 3.43. Yapiskan ot bitkisinde PM10 primeriyle yapitlan RAPD PCR sonucunda elde edilen DNA bant
profili farkliliklarimin dendrogram ile gdsterimi

RAPD PMI10 primeri ile gergeklestirilen RAPD analizi sonucunda kontrol grubu
ve konsantrasyonlar arasi iliskiler ve benzerlikler Jaccard esitligi kullanilarak elde edilen
UPGMA dendrogrami ile degerlendirilmistir (Sekil 3.43). Bu dendrogramda P. glauca
aseton ekstraktinin 50, 100 ve 150 pg/ml konsantrasyonlar1 ayni dalda kiimelenirken,
kontrol grubu ayr1 bir dal olusturmustur. Dendrogramda olusan kiimelerde dallanmalarin
diisiik konsantrasyondan yiiksek konsantrasyona dogru olusmasi sonuglarin anlamli

oldugunu gostermektedir.

RAPD D11 primeri ve liken ekstraktinin 50, 100, 150 pg/ml konsantrasyonlarinda
cimlenen yapiskan ot fidelerinden elde edilen DNA’lar ile yapilan RAPD PCR analizi
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sonucunda toplam 8 bant elde edilmistir. Bant biiyiikliikleri 961 bg ile 3667 bg arasinda
degismektedir. Kontrol grubunda toplam 6 adet bant olusurken 50, 100 ve 150 pg/ml
dozlarinda sirasiyla 6, 7 ve 7 adet bant olusmustur. 100 doz pg/ml uygulamasinda kontrol
grubu ve 50 pg/ml doz uygulamasinda olmayan 1500 bg¢ biiyiikliigiinde yeni bant
meydana gelmistir. 150 pg/ml doz uygulamasinda ise kontrol grubu, 50 ve 100 pg/ml
dozlarinda bulunmayan 2135 bg biiyiikliigiinde yeni bir bant meydana gelmistir.

0,520 0,540 0.960 0.980 1,000

Sekil 3.44. Yapiskan ot bitkisinde D11 primeriyle yapilan RAPD PCR sonucunda elde edilen DNA bant
profili farklihiklarimin dendrogram ile gosterimi

RAPD D11 primeri ile gergeklestirilen RAPD analizi sonucunda kontrol grubu ve
konsantrasyonlar arasi iliskiler ve benzerlikler Jaccard esitligi kullanilarak elde edilen
UPGMA dendrogram ile degerlendirilmistir (Sekil 3.44). Dendrogramda P. glauca
aseton ekstraktinin 50 ve 100 pg/ml konsantrasyonlari kontrolle ayn1 dalda kiimelenirken,
150 pg/ml konsantrasyonu ayri bir dallanma olusturmustur. Kontrol ve 50 pg/ml
konsantrasyonlarina ait bant profillerinin ayni oldugu belirlenmistir. Uygulanan P. glauca
liken aseton ekstraktinin diisiik konsantrasyondan yiiksek konsantrasyona dogru

dallanmalar olusturmasi sonuclarin anlamli oldugunu gostermektedir.

Yapilan ISSR ve RAPD PCR analizleri sonrasinda her primer i¢in her bir
konsantrasyonda elde edilen bant profillerinin kontrol dozundaki bant profili ile
karsilastirilmastyla polimorfizm hesaplamalar1 yapilmistir. Kontrolde var olup dozlarda
bulunmayan ve/veya kontrole gore dozlarda yeni olusan bantlar polimorfik olarak
degerlendirilmistir (Tablo 3.8). Yapiskan ot bitkisinden elde edilen DNA’lar ile yapilan
ISSR ve RAPD PCR analizlerinde her bir primerde farkli derecelerde polimorfizm tespit

edilmistir.
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Tablo 3.8. Yapiskan ot bitkisinde PCR analizlerinden elde edilen polimorfik bantlarin degisimi ve GKS
degerleri tablosu (a*: kontrole gore yeni olugsan bant sayisi, b*: kontrole gore kaybolan bant sayisi, a+b*:

polimorfik bant sayisi

Primer Kontroldeki 50 ng 100 pg 150 pg
ISSR Toplam Bant

RAPD Sayisi o
813 3 1 0 2 1 1 1
810 5 1 1 2 2 2 4
814 8 1 1 1 1 0 0
812 5 0 0 1 0 5 1

OPA2 15 0 0 0 0 0 2
PM3 6 1 0 1 1 1 2
PM10 10 4 4 5 5 6 5
D11 6 0 0 1 0 1 0
at+b 58 14 23 31
GKS %75,87 %60,35 %46,56

ISSR ve RAPD analizi sonuglarina gore genomik kalip stabilitesi degerleri
hesaplanmistir. Elde edilen degerlere gore P. glauca aseton ekstrakti uygulanan yapiskan
ot bitkisinde en yliksek GKS degeri 50 pg/ml konsantrasyonunda %75,87 ve en diisiik
GKS degeri 150 png/ml konsantrasyonunda %46,56 olarak hesaplanmistir. GKS degerleri
100 pg/ml konsantrasyonu i¢in %60,35 olarak tespit edilmistir. (Tablo 3.8).

3.3.4. Oryzasativa ISSR ve RAPD PCR Analizleri

ISSR 810 ve ISSR 813 primerleri ile O. sativa DNA’lar1 kullanilarak yapilan PCR

analizi sonuglar1 Sekil 3.45’te verilmistir.
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810 Primeri 813 Primeri
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Sekil 3.45. ISSR 810 ve ISSR 813 primerleri ile ¢eltik DNA lart kullanilarak yapilan PCR analizi
sonuclart

ISSR 810 primeri ve liken ekstraktimin 25, 50, 100, 150 pg/ml
konsantrasyonlarinda ¢imlenen ¢eltik fidelerinden elde edilen DNA’lar ile yapilan ISSR
PCR analizi sonucunda toplam 7 bant elde edilmistir. Bant biiyiikliikleri 938 bg ile 2000
b¢ arasinda degismektedir. Kontrol grubunda toplam 5 adet bant olusurken 25, 50, 100
ve 150 ug/ml dozlarinda sirasiyla 5, 5, 4 ve 4 adet bant olusmustur. Kontrol grubundaki
1170 bg ve 1422 bg biiyiikliiglindeki bantlar 25 ve 50 pg/ml doz uygulamalarinda
bulunmaktayken 100 ve 150 pg/ml doz uygulamalarinda kaybolmustur. 100 pg/ml doz
uygulamasinda kontrol grubu ve diger dozlarda bulunmayan 962 bg biiyiikliigiinde yeni
bir bant ortaya ¢ikmistir. 100 ve 150 doz pg/ml uygulamalarinda kontrol, 25, 50 ug/ml
dozlarinda bulunmayan 1240 bg biiyiikliigiinde bir bant olusmustur.
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Sekil 3.46. Celtik bitkisinde 810 primeriyle yapilan ISSR PCR sonucunda elde edilen DNA bant profili
farkliklarinin dendrogram ile gosterimi

ISSR 810 primeri ile gergeklestirilen ISSR analizi sonucunda kontrol grubu ve
konsantrasyonlar arasi iliskiler ve benzerlikler Jaccard esitligi kullanilarak elde edilen
UPGMA dendrogrami ile degerlendirilmistir (Sekil 3.46). Dendrogramda P. glauca
aseton ekstraktinin 25 ve 50 png/ml konsantrasyonlar1 kontrolle ayni dalda kiimelenirken,
100 ve 150 pg/ml konsantrasyonlari ayr1 bir kiime olusturmustur. Kontrol, 25 ve 50 pg/ml
konsantrasyonlarina ait bant profillerinin ayni oldugu belirlenmistir. Uygulanan P. glauca
liken aseton ekstraktinin diisiik konsantrasyondan yiiksek konsantrasyona dogru
dallanmalar olugturmasi sonuglarin anlamli oldugunu gostermektedir.

ISSR 813 primeri ve liken ekstraktinin 25, 50, 100, 150 pg/ml
konsantrasyonlarinda ¢imlenen ¢eltik fidelerinden elde edilen DNA’lar ile yapilan ISSR
PCR analizi sonucunda toplam 7 bant elde edilmistir. Bant biiyiikliikleri 911 bg ile 3500
b¢ arasinda degismektedir. Kontrol grubunda toplam 6 adet bant olusurken 25, 50, 100
ve 150 pg/ml dozlarinda sirasiyla 6, 6, 6 ve 7 adet bant olusmustur. 150 pg/ml doz
uygulamasinda kontrol, 25, 50 ve 100 doz pg/ml uygulamalarinda olmayan 3100 bg
bliytikliigiinde yeni bir bant ortaya ¢ikmustir.
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Sekil 3.47. Celtik bitkisinde 813 primeriyle yapilan ISSR PCR sonucunda elde edilen DNA bant profili
farkliklarinin dendrogram ile gosterimi
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ISSR 813 primeri ile gerceklestirilen ISSR analizi sonucunda kontrol grubu ve
konsantrasyonlar arasi iliskiler ve benzerlikler Jaccard esitligi kullanilarak elde edilen
UPGMA dendrogrami ile degerlendirilmistir (Sekil 3.47). Dendrogramda 150 pg/ml doz
uygulamasinin diger doz uygulamalarindan farklilik gésterdigi belirlenmistir. Uygulanan
P. glauca aseton ekstraktinin diisiik konsantrasyondan yiiksek konsantrasyona dogru

dallanmalar olusturmasi sonuglarin anlamli oldugunu gostermektedir.

ISSR 812 ve ISSR 814 primerleri ile O. sativa DNA’lar1 kullanilarak yapilan PCR

analizi sonuglar1 Sekil 3.48’de verilmistir.

812 Primeri 814 Primeri

Sekil 3.48. ISSR 812 ve ISSR 814 primerleri ile ¢eltik DNA lart kullanilarak yapilan PCR analizi
sonuglart

ISSR 812 primeri ve liken ekstraktinin 25, 50, 100, 150 pg/ml konsantrasyonlarinda
cimlenen c¢eltik fidelerinden elde edilen DNA’lar ile yapilan ISSR PCR analizi sonucunda
toplam 7 bant elde edilmistir. Bant biiyiiklikleri 835 bg¢ ile 3060 bg¢ arasinda
degismektedir. Kontrol grubunda toplam 7 adet bant olusurken 25, 50, 100 ve 150 pg/ml
dozlarinda sirasiyla 6, 6, 6 ve 5 adet bant olusmustur. Kontrol grubundaki 2675 bg
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biiytlikliigiindeki bant 25, 50, 100, 150 pg/ml doz uygulamalarinda ortadan kaybolmustur.
Kontrol, 25, 50 ve 100 pg/ml konsantrasyonlarinda bulunan 860 bg biiyiikliiglindeki bant
150 pg/ml doz uygulamasinda kaybolmustur.

Sekil 3.49. Celtik bitkisinde 812 primeriyle yapilan ISSR PCR sonucunda elde edilen DNA bant profili
farkliklarinin dendrogram ile gosterimi

ISSR 812 primeri ile gerceklestirilen ISSR analizi sonucunda kontrol grubu ve
konsantrasyonlar arasi iliskiler ve benzerlikler Jaccard esitligi kullanilarak elde edilen
UPGMA dendrogramu ile degerlendirilmistir (Sekil 3.49). Veri analizi sonucu elde edilen
dendrogramda P. glauca aseton ekstraktinin 25, 50 ve 100 pg/ml konsantrasyonlari
kontrolle ayni dalda kiimelenirken, 150 pg/ml konsantrasyonu ayr1 bir kiime
olusturmustur. Dendrogramda olusan kiimelerde dallanmalarin diisiik konsantrasyondan

yiiksek konsantrasyona dogru olugmasi sonuglarin anlamli oldugunu gostermektedir.

ISSR 814 primeri ve liken ekstraktinin 25, 50, 100, 150 pg/ml
konsantrasyonlarinda ¢imlenen celtik fidelerinden elde edilen DNA’lar ile yapilan ISSR
PCR analizi sonucunda toplam 6 adet bant elde edilmistir. Bant biiyiikliikleri 558 bg ile
1425 bg arasinda degismektedir. Kontrol grubunda toplam 4 adet bant olusurken 25, 50,
100 ve 150 pg/ml dozlarinda sirasiyla 3, 3, 4 ve 4 adet bant olusmustur. Kontrol
grubundaki 1425 bg biiyiikliigiindeki bant 25, 50, 100, 150 pg/ml doz uygulamalarinda
ortadan kaybolmustur. 100 pug/ml doz uygulamasinda kontrol grubunda olmayan 1180 bg
biiyiikliigiinde bir bant ortaya ¢ikmistir. 150 ng/ml konsantrasyonunda kontrol grubu ve
25, 50, 100 pg/ml konsantrasyonlarinda olmayan 812 bg¢ biiyiikliigiinde yeni bir bant

meydana gelmistir.
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Sekil 3.50. Celtik bitkisinde 814 primeriyle yapilan ISSR PCR sonucunda elde edilen DNA bant profili
farkliklarinin dendrogram ile gosterimi

ISSR 814 primeri ile gergeklestirilen ISSR analizi sonucunda kontrol grubu ve
konsantrasyonlar arasi iliskiler ve benzerlikler Jaccard esitligi kullanilarak elde edilen
UPGMA dendrogrami ile degerlendirilmistir (Sekil 3.50). Dendrogramda P. glauca
aseton ekstraktinin 25 ve 50 pg/ml konsantrasyonlar1 kontrolle ayni dalda kiimelenirken,
100 ve 150 pg/ml konsantrasyonlari ayri dallanmalar olusturmustur. Dendrogramda
olusan gruplarda dallanmalarin diisiik konsantrasyondan yiiksek konsantrasyona dogru
olusmasi sonuglarin anlamli oldugunu gdstermektedir.

RAPD OPA2 ve RAPD D11 primerleri ile O. sativa DNA’lar1 kullanilarak yapilan

PCR analizi sonuglart Sekil 3.51°de verilmistir.

OPA2 Primeri D11 Primeri
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Sekil 3.51. RAPD OPA2 ve RAPD D11 primerleri ile ¢eltik DNA ’lar1 kullanilarak yapilan PCR analizi
sonuglart

RAPD OPA2 primeri ve liken ekstraktinmm 25, 50, 100, 150 pg/ml
konsantrasyonlarinda ¢imlenen celtik fidelerinden elde edilen DNAlar ile yapilan RAPD
PCR analizi sonucunda toplam 11 adet bant elde edilmistir. Bant biiyiikliikleri 400 bg ile
2530 bg arasinda degismektedir. Kontrol grubunda toplam 12 adet bant olusurken 25, 50,
100 ve 150 pg/ml dozlarinda sirasiyla 9, 8, 7 ve 7 adet bant olusmustur. Kontrol grubunda
bulunan 1400 bg¢ biiyiikliigiindeki bant 25 pg/ml doz uygulamasinda kaybolmustur.
Kontrol grubu ve 25 pg/ml dozunda bulunan 1284 bg biiyiikliigiindeki bant 50, 100 ve
150 pg/ml dozlarinda kaybolmustur. Kontrol grubundaki 1162 bg biiyiikliigiindeki bant
25, 50, 100, 150 pg/ml dozlarinda ortadan kaybolmustur. Kontrol grubunda bulunan 400
bg biiyiikliigiindeki bant ise tiim gruplarda kaybolmustur.
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Sekil 3.52. Celtik bitkisinde OPA2 primeriyle yapilan RAPD PCR sonucunda elde edilen DNA bant
profili farkhiliklarimin dendrogram ile gésterimi

RAPD OPA2 primeri ile gerceklestirilen RAPD analizi sonucunda kontrol grubu
ve konsantrasyonlar arasi iliskiler ve benzerlikler Jaccard esitligi kullanilarak elde edilen
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UPGMA dendrogrami ile degerlendirilmistir (Sekil 3.52). Dendrogramda P. glauca
aseton ekstraktinin 25 pg/ml konsantrasyonu kontrolle ayni dalda kiimelenirken 50, 100
ve 150 pg/ml konsantrasyonlart ayri bir kiimelenme olusturmustur. Elde edilen
dendrogramda 100 ve 150 pg/ml konsantrasyonlarinin ayni bant profilleri olusturdugu
belirlenmistir. Dendrogramda olusan gruplarda dallanmalarin diigiik konsantrasyondan
yiiksek konsantrasyona dogru olusmasi sonuglarin anlamli oldugunu géstermektedir.
RAPD DI1 primeri ve liken ekstraktimin 25, 50, 100, 150 pg/ml
konsantrasyonlarinda ¢imlenen geltik fidelerinden elde edilen DNA’lar ile yapilan RAPD
PCR analizi sonucunda toplam 11 bant elde edilmistir. Bant biiytikliikleri 590 bg ile 2455
b¢ arasinda degismektedir. Kontrol grubunda toplam 8 adet bant olusurken 25, 50, 100
ve 150 pg/ml dozlarinda sirasiyla 7, 4, 3 ve 4 adet bant olusmustur. 100 pg/ml
konsantrasyonunda kontrol grubunda olmayan 2310 bg biiyiikliigiinde bir bant ortaya
cikmigtir. Kontrol ve 25 pug/ml konsantrasyonundaki 1811 bg¢’lik bant 50, 100 ve 150
ng/ml konsantrasyonlarinda kaybolmustur. Kontrol grubundaki 1424 bg biiyiikliiglindeki
bant 25, 50, 100 ve 150 pg/ml doz uygulamalarinda kaybolmustur. Kontrol grubundaki
845 bg biiyiikliigiindeki bant diger konsantrasyonlarda kaybolmustur. Kontrol grubu ve
25 pg/ml doz uygulamasindaki 590 bg biiyiikliiglindeki bant 50, 100 ve 150 pg/ml doz
uygulamalarinda kaybolmustur. 25 ve 50 pg/ml doz uygulamalarinda kontrol grubunda
olmayan 1235 bg’lik bant ortaya ¢ikmistir. 150 ng/ml doz uygulamasinda kontrol, 25, 50
ve 100 pg/ml konsantrasyonlarinda olmayan 1285 bg’lik yeni bir bant ortaya ¢ikmustir.
Kontrol grubu, 25 ve 50 pg/ml doz uygulamalarinda bulunan 860 bg biiytikliigiindeki bant
100 ve 150 pg/ml doz uygulamalarinda kaybolmustur. 100 ve 150 pg/ml
konsantrasyonlarinda kontrol grubu ile, 25 ve 50 pg/ml konsantrasyonlarinda olmayan

1080 bg’lik bant ortaya ¢ikmustir.

+

Sekil 3.53. Celtik bitkisinde D11 primeriyle yapilan RAPD PCR sonucunda elde edilen DNA bant profili
farkliklarinin dendrogram ile gosterimi
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RAPD D11 primeri ile gergeklestirilen RAPD analizi sonucunda kontrol grubu ve
konsantrasyonlar arasi iliskiler ve benzerlikler Jaccard esitligi kullanilarak elde edilen
UPGMA dendrogrami ile degerlendirilmistir (Sekil 3.53). Dendrogramda P. glauca
aseton ekstraktinin 25 ve 50 pg/ml konsantrasyonlar1 kontrolle ayn1 dalda kiimelenirken,
100 ve 150 pg/ml konsantrasyonlart ayri bir kiimelenme olusturmustur. Elde edilen
dendrogramda yiiksek konsantrasyonlarin kendi aralarinda dallanmalar olusturmasi

sonuclarin anlamli oldugunu gostermektedir.

RAPD PM10 ve RAPD PM3 primerleri ile O. sativa DNA ’lar1 kullanilarak yapilan

PCR analizi sonuglar1 Sekil 3.54°te verilmistir.

PM10 Primen PMS3 Pnmen

. e
-‘-g

K 25 50 100 150
| | | I S N I

= -
- R
- N
(¥
w
o
g
-
v
o

Sekil 3.54. RAPD PM10 ve RAPD PM3 primerleri ile ¢eltik DNA lart kullanilarak yapilan PCR analizi
sonuglart
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RAPD PMI10 primeri ve liken ekstraktinin 25, 50, 100, 150 pg/ml
konsantrasyonlarinda ¢imlenen celtik fidelerinden elde edilen DNAlar ile yapilan RAPD
PCR analizi sonucunda toplam 13 adet bant elde edilmistir. Bant biiyiikliikleri 475 bg ile
2000 bg arasinda degismektedir. Kontrol grubunda toplam 7 adet bant olusurken 25, 50,
100 ve 150 pg/ml dozlarinda sirasiyla 6, 6, 6 ve 6 adet bant olusmustur. Kontrol
grubundaki 491 bg biiyiikliigiindeki bant 25, 50, 100 ve 150 pg/ml doz uygulamalarinda
kaybolmustur. Kontrol grubundaki 1434 b¢’lik bant 100 ve 150 pg/ml konsantrasyonunda
kaybolmustur. 100 pg/ml konsantrasyonunda kontrol grubunda olmayan 1145 bg
biiyiikliigiinde bir bant meydana gelmistir. 100 ve 150 pg/ml doz uygulamalarinda
kontrol grubu, 25 ve 50 png/ml doz uygulamalarinda olmayan 1500 bg biiyiikliiglinde bir
bant ortaya ¢ikmustir. 150 pg/ml doz uygulamasinda kontrol grubunda olmayan 1324
be¢’lik bant ortaya ¢ikmustir.

L —

Sekil 3.55. Celtik bitkisinde PM10 primeriyle yapilan RAPD PCR sonucunda elde edilen DNA bant
profili farkliliklarinin dendrogram ile gdsterimi

RAPD PM10 primeri ile gergeklestirilen RAPD analizi sonucunda kontrol grubu
ve konsantrasyonlar arasi iligkiler ve benzerlikler Jaccard esitligi kullanilarak elde edilen
UPGMA dendrogrami ile degerlendirilmistir (Sekil 3.55). Dendrogramda P. glauca
aseton ekstraktinin 25 ve 50 pg/ml konsantrasyonlar1 kontrolle ayn1 kiimede gruplanirken
100 ve 150 pg/ml konsantrasyonlari ayri bir grup olusturmustur. Elde edilen
dendrogramda yiiksek konsantrasyonlarin kendi aralarinda dallanmalar olusturmasi

sonuglarin anlamli oldugunu gostermektedir.

RAPD PM3 primeri ve liken ekstraktinin 25, 50, 100, 150 pg/ml
konsantrasyonlarinda ¢imlenen celtik fidelerinden elde edilen DNA’lar ile yapilan RAPD
PCR analizi sonucunda toplam 8 adet bant elde edilmistir. Bant biiytikliikleri 880 bg ile
2528 bg arasinda degismektedir. Kontrol grubunda toplam 5 adet bant olusurken 25, 50,
100 ve 150 pg/ml dozlarinda sirasiyla 4, 5, 6 ve 5 adet bant olusmustur. Kontrol
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grubundaki 1283 bg biiyiikliigiindeki bant 25, 50, 100, 150 pg/ml doz uygulamalarinda
kaybolmustur. 100 pg/ml doz uygulamasinda kontrol grubu ile 25, 50 pg/ml dozlarinda
olmayan 765 b¢’lik yeni bant meydana gelmistir. 100 ve 150 pg/ml doz uygulamalarinda
kontrol, 25, 50 pg/ml dozlarinda olmayan 941 bg¢ biiyiikliiglinde bir bant meydana
gelmistir. 150 pg/ml dozunda kontrol, 25, 50, 100 pg/ml dozlarinda olmayan 976 bg¢’lik

yeni bant olugsmustur.
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Sekil 3.56. Celtik bitkisinde PM3 primeriyle yapilan RAPD PCR sonucunda elde edilen DNA bant profili
farkliklarinin dendrogram ile gosterimi

RAPD PM3 primeri ile gergeklestirilen RAPD analizi sonucunda kontrol grubu
ve konsantrasyonlar arasi iliskiler ve benzerlikler Jaccard esitligi kullanilarak elde edilen
UPGMA dendrogrami ile degerlendirilmistir (Sekil 3.56). Dendrogramda P. glauca
aseton ekstraktinin 25 ve 50 pg/ml konsantrasyonlar1 kontrolle ayni dalda kiimelenirken,
100 ve 150 pg/ml konsantrasyonlart ayr1 bir kiime olusturmustur. 25 ve 50 pug/ml
konsantrasyonlarina ait bant profillerinin ayni oldugu belirlenmistir. Uygulanan P. glauca
liken aseton ekstraktinin diisiik konsantrasyondan yiiksek konsantrasyona dogru

dallanmalar olusturmasi sonuglarin anlamli oldugunu goéstermektedir.

Yapilan ISSR ve RAPD PCR analizleri sonrasinda her primer i¢in her bir
konsantrasyonda elde edilen bant profillerinin kontrol dozundaki bant profili ile
karsilagtirilmasiyla polimorfizm hesaplamalar1 yapilmistir. Kontrolde var olup dozlarda
bulunmayan ve/veya kontrole gore dozlarda yeni olusan bantlar polimorfik olarak
degerlendirilmistir (Tablo 3.9). Celtik bitkisinden elde edilen DNA’lar ile yapilan ISSR
ve RAPD PCR analizlerinde her bir primerde farkli derecelerde polimorfizm tespit

edilmistir.
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Tablo 3.9. Celtik bitkisinde PCR analizlerinden elde edilen polimorfik bantlarin degisimi ve GKS degerleri
tablosu (a*: kontrole gére yeni olugan bant sayisi, b*: kontrole gore kaybolan bant sayisi, a+b*: polimorfik
bant sayisi

Primer Kontroldeki 25 ng 50 ng 100 pg 150 pg
ISSR Toplam Bant

RAPD Sayisi

a b a b a b a b

810 13 0 0 0 0 2 3 1 2
813 6 0 0 0 0 0 0 1 0
812 7 0 1 0 1 0 1 0 2
814 4 0 1 0 1 1 1 1 1

OPA2 14 0 3 0 3 0 4 0 4
D11 8 1 2 1 3 2 6 2 5
PM10 7 1 2 2 3 3 4 2 3
PM3 6 0 1 0 1 2 1 2 1
a+b 65 12 15 30 27
GKS %81,5 %77 %53,85 %58,47

ISSR ve RAPD analizi sonuglarina gore genomik kalip stabilitesi degerleri
hesaplanmugtir. Elde edilen degerlere gore P. glauca aseton ekstrakti uygulanan celtik
bitkisinde en yiiksek GKS degeri 25 pg/ml konsantrasyonunda %81,5 ve en diisitk GKS
degeri 100 pg/ml konsantrasyonunda %53,85 olarak hesaplanmistir. GKS degerleri 50
nug/ml konsantrasyonu i¢in %77 ve 150 pg/ml konsantrasyonu igin %58,47 olarak
hesaplanmaistir (Tablo 3.9).
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4. TARTISMA VE SONUC

Gliniimiizde herbisit gibi kimyasal maddelerin insan ve ¢evre iizerindeki olumsuz
etkileri nedeniyle dogay1 korumanin 6nemi artmaktadir. Bu nedenle sentetik herbisitlere
alternatif olarak dogada kolay parcalanan ve ¢evre dostu biyoherbisit arayiglar1 ortaya
cikmistir. Organik tarimin her gecen giin daha da 6n plana ¢ikmasiyla biyoherbisit
maddelerin arastirilmasi ve yabani otlarla miicadelede kullanilmas1 6nem kazanmaktadir.
Bu ¢alismada epifitik liken Platismatia glauca’nin tarlalarda siklikla bulunan yabani
otlardan Amaranthus retroflexus, Portulaca oleracea, Setaria verticillata ile 6nemli bir
besin kaynagi olan Oryza sativa lizerindeki allelopatik ve genotoksik etkilerinin tespit
edilmesi ve P. glauca likeninin biyoherbisit olarak kullanim potansiyelinin belirlenmesi

amagclanmistir.

Calismamizda Platismatia glauca aseton ekstraktinin yabani ot tiirlerinden
Amaranthus retroflexus (horozibigi) tohum g¢imlenmesi tizerinde diisiik dozlarinin
¢imlenmeyi tesvik edici, yiiksek dozlarinin ise ¢imlenmeyi azaltici etki gosterdigi tespit
edilmistir. Yapilan SPSS analizleri sonucunda ¢imlenme yiizdesi bakimindan kontrol ile
100 ve kontrol ile 150 pg/ml dozlari arasinda anlamli farkliliklar oldugu (p<0.05) ve P.
glauca aseton ekstraktinin farkli konsantrasyonlarinin horozibigi tohumlar iizerinde
farkli allelopatik etkiler gosterdigi belirlenmistir. Konuyla ilgili sonuglar1 destekler
nitelikte bir calismada Umbilicaria decussata, Parmelina tiliacea ve Bryoria fuscescens
likenlerinin etanol ekstraktlarinin farkli konsantrasyonlarinin  Triticum aestivum
(ekmeklik bugday) tohumlarinin ¢imlenmesi iizerindeki allelopatik etkisi arastirilmis;
liken ekstraktlarinin diisiik dozlarinin bugday tohumlarinda ¢imlenmeyi artirict etki,
yiiksek dozlarinin ise tohum ¢imlenmesini azaltici etki gosterdigi sonucuna ulagilmistir
(Uzunkaya, 2015). Diger bir arastirmada Agar vd. (2006) Berberis vulgaris, Mentha
longifolia, Salvia limbata ekstraktlarinin Zea mays (misir) bitkisinin ¢imlenmesi
tizerindeki allelopatik etkilerini arastirarak ekstraktlarin farkli konsantrasyonlarinin,

misir tohumlarinin ¢imlenmesinde farkli allelopatik etkiler gosterdigini tespit etmiglerdir.

Calismamizda P. glauca aseton ekstraktinin, yabani ot tiirlerinden Portulaca
oleracea (semizotu) tohum ¢imlenmesi iizerinde doz artisina bagli olarak ¢imlenmeyi
geriletici etki gosterdigi tespit edilmistir. Yapilan SPSS analizleri sonucunda ¢imlenme
yiizdesi bakimindan kontrol ile 100 ve kontrol ile 200 pg/ml dozlar1 arasinda anlamli

farkliliklar oldugu (p<0.05) belirlenmis ve P. glauca aseton ekstraktinin artan dozlarinin
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semizotu bitkisinin ¢imlenme yiizdesini azalttig1 tespit edilmistir. Bu sonuglari
destekleyen bir calismada Bingdl ve Battal (2017) Verbascum cheiranthifolium var.
asperulum ve Salvia limbata bitkilerinin allelopatik etkilerini arastirarak bu bitkilerin su
ve metanol ekstraktlarini Portulaca oleraceae (semizotu) ve Zea mays (misir)
tohumlarina uygulamislardir. Misir ve semizotu bitkilerinin ¢cimlenme yiizdelerinin, su ve
metanol ekstraktlarinin doz artigina bagli olarak azaldigi belirlenmistir. Bir diger
calismada Dadkhah (2013) Seker pancar1 (Beta vulgaris) ve okaliptiisiin (Eucalyptus
camaldulensis) su ekstraktlarinin P. oleracea tohumlarinin ¢imlenmesi tizerindeki
allelopatik etkilerini arastirmislar ve semizotu tohumlarinin ¢imlenme yiizdesinin, test
bitkilerinin su ekstraktlarinin artan dozlari tarafindan azaltildigini fakat tamamen inhibe

edilmedigini belirlemislerdir.

Calismamizda P. glauca aseton ekstraktinin, yabani ot tiirlerinden Setaria
verticillata (yapiskan ot) tohum ¢imlenmesi iizerinde doz artisina bagli olarak
cimlenmeyi inhibe edici etki gosterdigi tespit edilmistir. Tohum ¢imlenmesinin ekstraktin
doz artisina bagl olarak azaldigi, 200 pg/ml dozunda ise yapiskan ot tohumlarinin
¢imlenmesinin tamamen engellendigi tespit edilmistir. Yapilan SPSS analizleri
sonucunda ¢imlenme yiizdesi bakimindan kontrol ile 150 ve kontrol ile 200 ug/ml dozlari
arasinda anlamli farkliliklar oldugu belirlenmistir (p<0.05). Elde edilen veriler, P. glauca
aseton ekstraktinin yapiskan ot tohumlarinin fide gelisimini olumsuz etkiledigi ve yiiksek
dozlarla muamele edilen tohumlarda ¢imlenme goriilmedigini ortaya koymustur. P.
glauca aseton ekstraktinin yapiskan ot tohumlart {izerinde biyoherbisit etki gosterdigi
belirlenmistir. Sonuglarimizi destekleyen bir arastirmada Jaballah vd. (2019) Cicer
arietinum L.’ nin ekstraktlarinin farkli konsantrasyonlarinin Setaria verticillata (yapiskan
ot) iizerindeki etkilerini belirlemislerdir. Konsantrasyon arttik¢a Setaria verticillata’nin
¢imlenmesinin ve fide bilylimesinin azaldigini ortaya koymuslardir. Konuyla ilgili bir
diger ¢alismada Tigre vd. (2012) Cladonia verticillaris likeninin Lactuca sativa
(marul)’nin tohum ¢imlenmesi ve biiyilimesi {izerindeki allelopatik ve biyoherbisidal
etkisini arastirmiglardir. Calismada farkli konsantrasyonlarda ekstraktlar ve saf bilesikler
kullanmiglardir. Ekstraktlarin yliksek konsantrasyonlarinin L. sativa fidelerinin geligimini
etkidigi ve C. verticillaris ve asitlerinin L. sativa tohumlari iizerinde biyoherbisit
potansiyele sahip oldugunu ortaya koymuslardir. Bagska bir 6rnek ¢alismada Karaman
vd. (2021) kdiltiir bitkileri olarak arpa, bugday, yulaf, fasulye, mercimek, seker pancari,

aycigegi, Italyan ¢imi, kirmiz1 ii¢giil ve yonca tohumlari; yabanci ot tohumu olarak ise,
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horozibigi ve yabani hardal tohumlarim1 kullanmislardir. Yulaf ¢im suyunun farkl
dozlarini tohumlara uygulamiglardir. Yulaf ¢im suyunun igerdigi allelopatik etkiye sahip
maddelerin tohum ¢imlenmesini engelledigini tespit etmislerdir. Diger bir aragtirmada
Goel vd. (2014) liken sekonder metabolitlerinin etkilerini ortaya koymuslardir. Parmelia
reticulata likeninin bir yabani ot tiirii olan Phalaris minor’un tohum ¢imlenmesi ve erken
fide biiylimesi lizerindeki etkilerini belirlemeyi amaglamiglardir. Liken ekstrakt: ile bir
gece boyunca maruz birakilan ve ekimi yapilan Phalaris minor tohumlarinin
¢imlenmesinin inhibe oldugu ortaya konmustur. Calismanin sonucunda heksan ve etil
asetat ekstraktlarinin, tohum ¢imlenmesi iizerinde maksimum zararl etki gosterdigi ve P.
minor yabanci otunun erken fide biiylimesini maksimum diizeyde azalttig1 tespit

edilmistir.

Calismamizda P. glauca aseton ekstraktinin kiiltiir bitkisi Oryza sativa (geltik)
tizerinde c¢imlenmeyi azaltici etki gosterdigi tespit edilmistir. 150 pg/ml dozunda
¢imlenmenin en diisiik seviyede gerceklestigi belirlenmistir. Yapilan SPSS analizleri
sonucunda ¢imlenme yiizdesi bakimindan kontrol grubu ile 150 ug/ml dozlar1 arasindaki
farkin anlamli oldugu (p<0.05) tespit edilerek, ekstraktin dozu arttikga g¢eltik
tohumlarinda ¢imlenmenin azaldigi belirlenmistir. Konuyla paralel bir aragtirmada
Krumsri vd. (2020) Tayland'da celtik tiretimini engelleyen genis yaprakli bir ot olan
Sphenoclea zeylanica Gaertn.'nin allelopatik etkisini arastirmiglardir. Laboratuvar
ortaminda S. zeylanica'nin farkli kisimlarinin tohum ¢imlenmesi, geltik siirglinii ve kok
uzunlugu tizerindeki etkilerini arastirmislardir. Yaprak ve govde ekstraktlarmin geltik
tohumu c¢imlenmesini engelledigini ve konsantrasyonlarin artmasi ile tohum
¢imlenmesinin inhibisyonunun arttigini belirlemislerdir. Bir baska ¢alismada, Laizer vd.
(2021) zararli bir yabani ot Sphaeranthus suaveolens'in farkli konsantrasyonlardaki ham
Oziitiiniin Phaseolus vulgaris ve Oryza sativa'nin tohum ¢imlenmesi ve fide biiytimesi
tizerindeki allelopatik etkilerini aragtirmistir. Oryza sativa tohum ¢imlenmesinin ve fide
biiylimesinin, Sphaeranthus suaveolens ekstraktinin konsantrasyon artisina bagl olarak

azaldigini tespit etmislerdir.

Calismamizda P. glauca aseton ekstraktinin test ettigimiz farkli bitki tohumlari
tizerinde farkli allelopatik etkiler gosterdigi goriilmektedir. Peres vd. (2009) yaptiklari
aragtirmada Parmotrema tinctorum liken ekstraktlarinin allelopatik 6zelliklere sahip

oldugu ve metabolitlerin allelopatik etkisinin farkli bitki tlirlerinin tohum ¢imlenmesi
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tizerinde inhibisyondan stimiilasyona kadar farkli etkiler gosterebilecegini ortaya
koymuslardir. Molekiiller farkli potansiyel allelopatik 6zelliklere sahip oldugundan,
cimlenme ve biiyltime tepkilerinin her tiire 6zel olabilecegi ve tiire baglh olarak yiiksek
degiskenliklerin olabilecegini belirtmislerdir. Tukey (1969) tiim sekonder maddelerin

inhibitor olmadigin1 bazilarinin tesvik edici etkiler de gosterilebilecegini belirtmistir.

Benzer sekilde likenlerle ilgili diger bir arastirmada Chen vd. (2000) test edilen
metabolite ve bitki tiirlerine, test edilen konsantrasyona ve dikkate alinan gelisim
parametresine bagli olarak likenlerin etkilerinin heterojen olabilecegini belirtmislerdir.
Yano-Melo vd. (1999) farkli tip Cladonia verticillaris liken ekstraktlarmin ve
fumarprotocetrarik asidin Allium cepa ¢imlenmis fidelerinin erken biiylimesi tizerindeki
allelopatik aktivitesini arastirmiglardir. Calisma sonucunda C. verticillaris ’in allelopatik
etkisinin kimyasal bilesenlere ve konsantrasyonlara bagli olarak degistigini
belirlemiglerdir. Sekonder maddelerin etkilerine iliskin elde edilen uyarici ve/veya
engelleyici etkilerin dolayli olarak bitki hormonlari, enzimler, protein sentezi ve/veya zar
gecirgenliginin modifikasyonuna bagli olabilecegi sonucuna ulasmiglardir. Konuyla
paralel bir calismada Peres vd. (2015) likenlerden izole edilen bilesiklerin allelopatik ve
biyoherbisit potansiyellerini arastirmiglardir. Parmotrema dilatatum, Usnea subcavata,
Parmotrema cetratum ve Pseudoparmelia sphaerospora liken tiirlerinden elde edilen
sekonder bilesiklerin A. cepa bitkisi iizerindeki etkilerini incelemislerdir. Calismanin
sonucunda bazi liken sekonder metabolitlerinin bitki biiylimesini uyardigi, atranorin gibi
bazi bilesiklerin ise A. cepa tohumlarinin ¢imlenmesini onledigi ve kok biiylimesini
yavaglattig1 belirlenmistir. Sonug olarak; bu bilesiklerin, allelopatik aktiviteler gosterdigi
ve yabani ot kontrolinde biyoherbisit olarak kullanim potansiyelleri oldugu
belirlenmistir. Bu noktadan yola ¢ikarak etkisi arastirilan P. glauca aseton ekstraktinin
test edilen bitki tiirleri izerinde ekstraktin kimyasal icerigine ve dozuna bagli olarak farkl

etkiler gosterdigi sdylenebilmektedir.

Literatiirde bitki ekstraktlarinin genotoksik etkilerinin belirlenmesine yonelik
caligmalar mevcuttur. Bu ¢alismalarda genellikle mikroniikleus testleri (MN), kardes
kromatit degisimi testleri, comet assay gibi teknikler kullanildig1 gériilmektedir. ISSR ve
RAPD PCR teknikleri de genotoksisite tespitinde yaygin olarak kullanilmaktadir.
Giiniimiizde RAPD tekniginin kat1 bir sekilde optimize edilmis kosullar altinda
genotoksik etkileri degerlendirmek i¢in faydali bir belirte¢ oldugu bilinmektedir.
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Nispeten ucuz oldugu ve ¢ok sayida lokus hakkinda bilgi igerdigi i¢in tercih edilmektedir
(De Wolf vd., 2004). RAPD ile benzer sekilde ISSR tekniginin de genotoksisite
calismalarinda tercih edilen bir molekiiler belirteg oldugu bilinmektedir (Neeratanaphan
vd., 2014). Tek bir molekiiler belirteg biitiin ihtiyaglari karsilayamadigindan birden fazla
belirte¢ bir arada kullanildiginda daha giivenilir sonuglar elde edilmektedir (Tamam,
2008).

Bu tezde yapilan genotoksisite ¢alismasinda P. glauca liken aseton ekstraktinin,
yabani otlardan A. retroflexus (horozibigi), P. oleracea (semizotu), S. verticillata
(vapiskan ot) ve kiiltir bitkisi O. sativa (geltik) iizerindeki genotoksik etkileri
arastirilmistir. P. glauca liken aseton ekstraktinin uygulandigi yabani ot tiirleri ve kiiltiir
bitkisi celtikten elde edilen DNA’larla gergeklestirilen ISSR ve RAPD PCR analizleri
sonucunda kontrol grubu ile kiyaslandiginda yeni olusan ve kaybolan bant sayilarinin
degerlendirilmesiyle GKS yiizdeleri hesaplanmistir. Olusan yeni bantlar ile kaybolan bant
sayilarinda meydana gelen degisimler DNA iizerindeki primer baglanma bolgelerinde P.
glauca maruziyetine bagh yapisal degisimlerin (baz degisimleri) olustugunu

gostermektedir.

P. glauca liken aseton ekstraktinin A. retroflexus (horozibigi) DNA’s1 iizerindeki
genotoksik etkilerini incelemek amaciyla yapilan ISSR ve RAPD PCR analizleri
sonucunda; ¢alisilan 8 adet primer ile kontrol grubunda toplam 50 bant ortaya ¢ikmustir.
Kontrolle karsilastirildiginda polimorfik bant sayilar1 50 pg/ml konsantrasyonda toplam
19°dur. GKS degeri ise %62 olarak hesaplanmistir. 100 pg/ml konsantrasyonu ig¢in
toplam polimorfik bant sayis1 20°dir. GKS degeri ise %60 olarak hesaplanmigtir. 150
ng/ml konsantrasyon i¢in toplam polimorfik bant sayist 38, GKS degeri %24 olarak
hesaplanmistir. 200 pg/ml konsantrasyon igin toplam polimorfik bant sayis1 44 ve GKS
degeri %12 olarak tespit edilmistir.

Sonuglara gore en yiiksek GKS degeri 50 pg/ml konsantrasyonunda (%62), en
diisiik GKS degeri ise 200 pg/ml konsantrasyonunda (%12) ortaya ¢ikmistir. P. glauca
liken aseton ekstraktinin horozibiginde neden oldugu genotoksik etkinin en fazla 200
ug/ml konsantrasyonunda oldugu tespit edilmistir. Buna gore P. glauca liken ekstraktinin
horozibigi DNA’s1 iizerinde 50 pg/ml konsantrasyonundan itibaren artan

konsantrasyonlara bagli olarak GKS degerinde diismeye neden oldugu tespit edilmistir.
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P. glauca liken aseton ekstraktinin P. oleracea (semizotu) DNA’s1 tizerindeki
genotoksik etkilerini incelemek amaciyla yapilan ISSR ve RAPD PCR analizleri
sonucunda; c¢alisilan 8 adet primer ile kontrol grubunda toplam 61 adet bant ortaya
cikmistir.  Kontrolle karsilagtirildiginda polimorfik bant sayilart 50 pg/ml
konsantrasyonunda toplam 17°dir. GKS degeri ise %72,2 olarak hesaplanmigtir. 100
png/ml konsantrasyonu igin toplam polimorfik bant sayist 33’tiir. GKS degeri ise %46
olarak hesaplanmistir. 150 pg/ml konsantrasyonu i¢in toplam polimorfik bant sayisi
31°dir. GKS degeri %49,2 olarak hesaplanmistir. 200 pg/ml konsantrasyonu i¢in toplam
polimorfik bant sayist 44 ve GKS degeri %27,9 olarak tespit edilmistir.

Sonuglara gore en yliksek GKS degeri 50 pg/ml konsantrasyonunda (%72,2), en
diisiik GKS degeri ise 200 pg/ml konsantrasyonunda (%27,9) ortaya ¢ikmustir. P. glauca
liken aseton ekstraktinin semizotu tohum ¢imlenmesinde olusturdugu genotoksik etkinin
en fazla 200 ug/ml konsantrasyonunda oldugu belirlenmistir. Buna gore P. glauca liken
ekstraktinin semizotu DNA’s1 {izerinde 50 pg/ml konsantrasyondan itibaren artan

konsantrasyonlara bagli olarak GKS degerinde diismeye neden oldugu tespit edilmistir.

P. glauca liken aseton ekstraktinin S. verticillata (yapiskan ot) DNA’s1 tizerindeki
genotoksik etkilerini incelemek amaciyla yapilan ISSR ve RAPD PCR analizleri
sonucunda; c¢alisilan 8 adet primer ile kontrol grubunda toplam 58 adet bant ortaya
cikmistir. Kontrolle karsilastirma yapilarak olusturulan polimorfik bant sayilar1 50 pg/ml
konsantrasyonunda toplam 14’tiir. GKS degeri ise %75,87 olarak hesaplanmistir. 100
pug/ml konsantrasyonu icin toplam polimorfik bant sayis1 23, GKS degeri ise %60,35
olarak hesaplanmistir. 150 pg/ml konsantrasyonu i¢in toplam polimorfik bant sayis1 31

ve GKS degeri %46,56 olarak hesaplanmustir.

Sonuglara gore en yiiksek GKS degeri 50 pg/ml konsantrasyonunda (%75,87), en
diisiik GKS degeri ise 150 pg/ml konsantrasyonunda (%46,56) ortaya ¢ikmistir. P. glauca
liken aseton ekstraktinin yapiskan ot tohum ¢imlenmesinde olusturdugu genotoksik
etkinin en fazla 150 pg/ml konsantrasyonunda oldugu tespit edilmistir. Buna gore P.
glauca liken ekstraktinin yapiskan ot DNA’s1 iizerinde 50 pg/ml konsantrasyondan
itibaren artan konsantrasyonlara bagli olarak GKS degerinde diismeye neden oldugu

tespit edilmistir.

P. glauca liken aseton ekstraktinin O. sativa (geltik) DNA’s1 lizerindeki

genotoksik etkilerini incelemek amaciyla yapilan ISSR ve RAPD PCR analizleri
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sonucunda; c¢alisilan 8 adet primer ile kontrol grubunda toplam 65 adet bant ortaya
cikmistir. Kontrolle karsilastirma yapilarak olusturulan polimorfik bant sayilar1 25 pg/ml
konsantrasyonda toplam 12’dir. GKS degeri ise %81,5 olarak hesaplanmistir. 50 pg/ml
konsantrasyon i¢in toplam polimorfik bant sayis1 15°tir. GKS degeri ise %77 olarak
hesaplanmigstir. 100 pg/ml konsantrasyonu i¢in toplam polimorfik bant sayist 30’dur.
GKS degeri %53,85 olarak hesaplanmigtir. 150 pg/ml konsantrasyon igin toplam
polimorfik bant sayis1 27 ve GKS degeri %58,47 olarak tespit edilmistir.

Sonuglara gore en yiiksek GKS degeri 25 pg/ml konsantrasyonunda (%81,5), en
diisiik GKS degeri ise 100 pg/ml konsantrasyonunda (%53,85) ortaya ¢ikmustir. P. glauca
liken aseton ekstraktinin ¢eltik tohumlarinin ¢imlenmesi {izerindeki genotoksik etkinin en
fazla 100 pg/ml konsantrasyonunda oldugu belirlenmistir. Buna gore P. glauca liken
aseton ekstraktinin g¢eltik DNA’s1 iizerinde GKS oraninda konsantrasyondan bagimsiz

degisimlere neden oldugu tespit edilmistir.

Calismamizda ISSR ve RAPD primerlerinin liken ekstraktlarinin genotoksik
etkilerinin belirlenmesinde basariyla kullanilabilecegi gosterilmistir. Gilinlimiize kadar
ISSR ve RAPD molekiiler belirtegleri agir metal, pestisit ve diger ¢evresel kirleticiler ile
farkll bitkisel ekstraktlarin genotoksik etkilerinin belirlenmesi amactyla kullanilmistir.
Ornegin; Al-Qurainy (2010) tarimsal dneme sahip olan Eruca sativa’nin Zn, Pb ve Cd
agir metallerine maruz birakildigr arastirmada 20 ISSR primeri kullanilmig, bunlardan
4’ amplifiye olmamis, 3’1 tek bant vermis geri kalan 13 primer 6 bant olusturmustur.
Orta ve yiiksek konsantrasyonlarda Cd ve Pb ile muamele edilen fidelerde benzersiz
ekstra bantlarin ortaya ¢iktig1 tespit edilmistir. Sonug olarak agir metal Cd, orta ve yiiksek
konsantrasyonlarda E. sativa (L.) fidelerine zarar vererek mutasyona neden oldugu ifade
edilmistir. Agir metale maruz kalan gruplar ve kontrol grubundaki genomlar arasinda
karsilagtirmalar yaparak, ISSR analizinin c¢evresel Kkirleticilerin DNA'nin yapisin
degistirip degistirmedigini degerlendirmek i¢in kullanilabilecegini belirlemislerdir.
Sonug olarak ISSR tekniginin niteliksel ve niceliksel Ol¢limler igin gili¢lii bir arag
oldugunu ve genotoksik aktivitenin tespit edilmesinde kullanilabilecegini ortaya

koymuslardir.

Correia vd. (2014) aliminyumun Plantago almogravensis ve Plantago
lagopus’un kok ve yapraklarindaki mutajenik ve genotoksik etkilerini ISSR PCR
analizleri ile ortaya koyduklari1 ¢alismada her iki tiirii de 7 ve 21 giin boyunca 400 uM
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Al’a maruz birakmiglardir. 10 ISSR primeri polimorfik bantlar {iretmistir. Al
muamelesinden sonra ISSR profillerindeki degisiklikler, kontrollerle karsilagtirilarak
olusan ve kaybolan bantlar degerlendirilmistir. Sonuglara gére ISSR tekniginin genomik
kalip stabilitesindeki (GKS) degisikliklerin tespit edilmesinde yararli bir ara¢ oldugu
tespit edilmistir.

Er6z Poyraz vd. (2018) on gesit Gentiana L. taksonunun metanol ekstraktlarinin
¢imlenmis Allium cepa L. kok uglarinda genotoksisitesini belirlendikleri arastirmada
Gentiana ekstraktlarinin genotoksisitesinin tespiti icin RAPD ve ISSR-PCR tekniklerini
kullanmislardir. 4 RAPD ve 3 ISSR primeri, tiim DNA o6rnekleri i¢in 10 RAPD ve 10
ISSR primeri arasinda tekrarlanabilir polimorfik ve monomorfik bantlar tiretmistir. A.
cepa’nin Gentiana ekstraktlari ile muamele edilmis genomik DNA 6rneginden amplifiye
edilen bant profillerinde bant yogunlugu, bantlarin kaybolmasi ve yeni bantlarin ortaya

¢ikmasiyla birlikte ciddi bir degisiklik olmadig1 belirlenmistir.

Liu vd. (2005) Kadmiyum (Cd) konsantrasyonunun artmasinin arpa (Hordeum
vulgare L.) fidelerine etkisini arastirmislardir. Calismanin sonucunda Cd muamelesini
takiben kok uclarmin RAPD profillerinde normal fidelere kiyasla bantlarin kaybolmasi
veya yeni bantlarin meydana gelmesi gibi degisikliklerin meydana geldigini
belirlemiglerdir. Bu degisikliklerin etkisinin doza bagli oldugunu ve RAPD
profillerindeki genomik kalip stabilitesinin (GKS) Cd konsantrasyonundan 6nemli dl¢iide

etkilendigini ortaya koymuslardir.

Sunar vd. (2009) RAPD PCR yontemiyle Verbascum spesiosum bitkisinin metanol
ekstraktini Zea mays (misir) tohumlarina uygulamislardir. Misir tohumu {izerine
genotoksik etkilerin arastirildigi ¢alismada kontrol uygulamasina kiyasla RAPD bant
profillerinde degisikler oldugu tespit edilmistir. Calisma sonucunda bu DNA
degisikliklerinin allelopatik bilesiklerden kaynaklandig: tespit edilmistir.

Bozar1 ve Aksakal (2013) trifluralin herbisitinin Zea mays (misir) bitkisindeki
genotoksik etkilerini RAPD PCR analizleriyle belirledikleri ¢alismada, misir fidelerini
trifluralin herbisitinin farkli konsantrasyonlariyla muamele etmislerdir. Elde edilen
RAPD profillerindeki genomik kalip stabilitesini (GKS) hesaplayarak, genomik kalip
stabilitesindeki degisikliklerin RAPD teknigi ile ortaya konulabilecegini ve RAPD
tekniginin, herbisitlerin bitkiler lizerindeki genotoksik etkilerini degerlendirmek i¢in

kullanilabilecegini gostermislerdir. Genotoksik etkinin arastirildigi bir diger calismada
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Bozar1 vd. (2013) 2,4-diklorofenoksiasetik asidin misir tizerindeki genotoksik etkilerini
incelemislerdir. RAPD PCR teknigini kullandiklar1 ¢alismada RAPD profillerindeki
degisiklikleri belirlemek i¢in genomik kalip stabilitesi (GKS) degerlerini
hesaplamiglardir. GKS degerlerinin artan 2,4-D konsantrasyonlarindan etkilendigi

belirlenmistir.

Jasim ve Jawad (2020) Allium cepa L. koklerinde Adhatoda vasica yapraklarinin
su ve alkol ekstraktlarinin farkli konsantrasyonlarinin genotoksisitesini saptamak icin
RAPD-PCR molekiiler teknigini kullanmislardir. Calismada alkol ve su ekstraktlar i¢in
strastyla (%1, %2, %3, %5 ve %7,5) ve (%10, %15, %20, %30 ve %40) konsantrasyonlar
uygulanmistir. 10 RAPD primerinden 8 tanesi polimorfik bant gostermistir. Sonuglar sulu
ekstrakt icin en ¢ok toksik olan konsantrasyonlarin %40 ve alkolik ekstrakt i¢in %7,5

oldugunu ve bu konsantrasyonlarin biyoherbisit olarak kullanilabilecegini gostermistir.

Sonug olarak bu tez calismasinda Platismatia glauca aseton ekstraktinin
allelopatik ve genotoksik etkileri incelenmistir. Allelopatik etkilerin bitki tiiriine gore
degisiklik gosterdigi fakat tiim tiirlerde konsantrasyonlarin artmasina bagl olarak tohum
¢imlenmesinin azaldig1 tespit edilmistir. P. glauca aseton ekstraktinin yapiskan ot (S.
verticillata) tohum ¢imlenmesini inhibe edici etki gdstermesi nedeniyle biyoherbisit
olarak kullanim potansiyelinin oldugu belirlenmistir. P. glauca liken ekstraktinin
uygulanan tiim bitki tiirleri iizerinde genotoksik etkileri oldugu goriilmiistiir. Kontrol
grubuna kiyasla ekstraktin diger doz uygulamalarinda RAPD ve ISSR bant profillerinde
yeni bantlarin olusumu veya mevcut bantlarin kaybolmasi gibi degisiklikler tespit
edilmistir. Genomik kalip stabilitesi degerinin semizotu, horozibigi ve yapiskan ot
tiirlerinde anlamli sekilde azaldig1 goriilmektedir. Bu durum ekstraktin DNA diizeyinde

genotoksik hasarlar meydana getirdigine isaret etmektedir.

Tarlalarda siklikla rastlanan yabani otlarin biyolojik kontrolii i¢in Platismatia
glauca liken aseton ekstraktinin dogal bir biyoherbisit olarak kullanim potansiyelinin
arastirildigr bu ¢alismanin, P. glauca ile ilgili yapilan ilk allelopati ve genotoksisite
calismast olmas1 nedeniyle literatiire katki saglayacagi iimit edilmektedir. Liken
ekstraktlariin ~ kimyasal  herbisitlere  karsi  alternatif —olarak  kullanilabilme
potansiyellerinin arastirilmasi, basta siirdiiriilebilir ve organik tarim olmak tizere, doganin
dengesi ve insan saglig1 acisindan olduk¢a 6nem arz etmektedir. Likenlerin biyoherbisit

etkilerinin tespit edilmesi, gelecekte kimyasal herbisitlere karsi etkili ve doga dostu
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sonuglarin ortaya ¢ikmasina katki saglayacaktir. Bundan sonraki ¢aligsmalarda likenlerin
sekonder metabolitlerinin belirlenerek allelopati ve genotoksisite ¢aligmalarinin
yapilmasi sentetik herbisitlere karsi etkili biyoherbisitlerin elde edilmesi konusunda yarar

saglayacaktir.
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