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OZET

CBDP VE CEAP MOLEKULER MARKIRLAR KULLANILARAK Nerium
oleander L'NIN GENETIK CESITLILIGi VE TANIMLANMASI

Bashili Muhyuddin KAMWENDO
Yiiksek Lisans Tezi, Tarimsal Biyoteknoloji Anabilim Dah
Damisman: Prof. Dr. Nedim MUTLU
Mayis 2025; 59 sayfa

Nerium oleander, Tirkiye'de siis ve tibbi amaglarla degerlendirilen 6nemli
bitkilerden biridir. Antioksidan ve anti-nematosidal zelliklerin kaynagidir. Incelenen
literatlire gore, Tiirkiye'de bitkinin genetik cesitliligini arastiran herhangi bir ¢alisma
heniiz yapilmamistir. Bu calismanin amaci, Tirkiye'deki Nerium oleander'in genetik
cesitliligini ve popiilasyon yapisini degerlendirmektir. Bu c¢alismada, Tiirkiye'nin 3
bolgesinden (Dogu Akdeniz, Bati Akdeniz ve Ege) toplanan 101 Nerium oleander
orneginin genetik cesitliligini degerlendirmek i¢in CAAT box derived polymorphism
(CBDP) ve Cis element amplified polymorphism (CEAP) molekiiler markirlarinin 10
primeri kullanilmaktadir. CBDP ve CEAP primerleri sirasiyla primer basina ortalama 11
ve 10 bant ile 89 (%80,91) ve 83 (%80,59) polimorfik bant {iretmistir. Ortalama PIC,
CBDP'de (0.35) CEAP'den (0.30) daha yiiksekti. Polimorfizm, beklenen heterozigotluk,
efektif multipleks orani, ayiric1 giig, ¢cozme giicli parametreleri daha yiiksek olan N.
oleander genotiplerinin ayriminda CBDP'nin CEAP'a gore daha etkili oldugu
goriilmiistiir. Komsu birlestirme (Neighbor joining) dendrogramina dayali grafik elde
edildiginde, genotiplerin kismen lokasyona gore kiimelendigi ve ayrica antropojenik ile
dogal ortama gore kiimelendigi ortaya c¢ikmistir. Bayesian Structure analizine dayali
popiilasyon yapisi analizi, genotipleri iki alt popiilasyona ayirmistir, SP1 esas olarak
dogal N. oleander ve SP2 antropojenik N. oleander genotiplerinden olugsmaktadir. Bu
sonuglar, temel bilesen analizi (PCA) ve dendrogram ile dogrulanmistir. Bu caligsma,
CBDP ve CEAP''!m N. oleander genotiplerini ayirt etmede etkili oldugunu ve N.
oleander'n Tirkiye'de yiiksek genetik cesitlilige sahip oldugunu ortaya koymustur.
Genetik cesitlilik dogal N. oleander genotiplerinde antropojenik genotiplerden daha
yuksekti. Bu calisma, gelecekteki koruma cabalari, haritalama ve 1slah amaciyla farkl
karakterlerle iligkili genlerin tanimlanmasi i¢in temel olusturmaktadir.

ANAHTAR KELIMELER: CBDP, CEAP, Genetik cesitlilik, Nerium oleander,
Populasyon yapisi

JURI: Prof. Dr. Nedim MUTLU
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ABSTRACT

GENETIC DIVERSITY AND IDENTIFICATION OF Nerium oleander L. USING
CBDP AND CEAP MOLECULAR MARKERS

Bashili Muhyuddin KAMWENDO
Master’s Thesis, Department of Agricultural Biotechnology
Supervisor: Prof. Dr. Nedim MUTLU
May 2025; 59 pages

Nerium oleander is one of the significant plants in Tiirkiye, valued for ornamental
and medicinal purposes. It is a source of antioxidants and anti-nematocidal properties.
According to the reviewed literature, no study has been done yet to explore genetic
diversity of the plant in Tiirkiye. The aim of this study was to assess the genetic diversity
and population structure of Nerium oleander in Tiirkiye. In this study, 10 primers of
CAAT box derived polymorphism (CBDP) and Cis element amplified polymorphism
(CEAP) molecular markers were used to assess genetic diversity of 101 Nerium oleander
samples collected from 3 regions of Tiirkiye (Eastern Mediterranean, Western
Mediterranean and Aegean). The CBDP and CEAP primers generated 89 (80.91%) and
83 (80.59%) polymorphic bands with average 11 and 10 bands per primer respectively.
Average PIC was higher in CBDP (0.35) than CEAP (0.30). The CBDP was more effective
in discrimination of N. oleander genotypes with higher levels in polymorphism, expected
heterozygosity, effective multiplex ratio, discriminating power, resolving power
parameters compared to the CEAP. Neighbor-joining dendrogram obtained based on all
markers revealed that genotypes were partially clustered based on location but were
clustered based on the anthropogenic and natural setting. Population structure analysis
based on Bayesian Structure analysis grouped genotypes into two subpopulations. SP1
mainly comprised of natural N. oleander and SP2 comprised of anthropogenic N.
oleander genotypes. This was confirmed by principal component analysis (PCA) and
dendrogram. This study revealed that CBDP and CEAP were effective in distinguishing
N. oleander genotypes, there is high genetic diversity of N. oleander in Tirkiye. Genetic
diversity was higher in natural N. oleander genotypes than anthropogenic genotypes. This
1s the basis for future conservation efforts, mapping and identification of genes associated
with different characters for breeding purposes.

KEYWORDS: CBDP, CEAP, Genetic diversity, Nerium oleander, Population structure
COMMITTEE: Prof. Dr. Nedim MUTLU
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ONSOZ
Her seyden once, bu Yiiksek Lisans programiyla ilgili tiim adimlar1 tamamlamamda bana
kolaylik nasip ettigi i¢in Yiice Allah'a minnettarligimi ifade etmeliyim.

Calismada bitki materyali olarak Tiirkiye Bilimsel Arastirma Kurumu (TUBITAK)
tarafindan desteklenen ve yiiriitiiciiliigiinii Prof.Dr.Murat Zencirkiran’in yaptigi 2220072 nolu
proje kapsaminda toplanan Nerium oleander L. (Zakkum) genotipleri kullanilmistir. TUBITAK’a
tez ¢alismasina konu olan proje materyali ve biyoteknolojik ¢aligmalar i¢in kismi katkilaridan
dolay1 tesekkiir ederiz.

Bana Tiirkiye'de bu yiiksek lisans programini okuma firsati sagladigi i¢in Yurtdis1 Tiirkler ve
Akraba Topluluklar Bagkanligi'na (YTB) en igten tesekkiirlerimi sunuyorum.

Danigmanim Prof. Dr. Nedim Mutlu'ya bu ¢aligmanin planlanmasi ve gelistirilmesi sirasinda
gosterdigi rehberlik, motivasyon, sabir ve destegi igin tesekkiir ederim. Onun rehberliginde
calisma ve okuma onuruna ve ayricaligia sahip oldum ve akademik kariyerimde kendisini her
zaman Ornek alacagim.

Tarimsal Biyoteknoloji Anabilim Dali'ndaki tiim hocalarima ve bu g¢alismanin tiim
asamalarinda gosterdikleri 6zel ilgi, iyi dilek ve tesvikleri i¢in ayrica tesekkiirlerimi sunarim.
Molekiiler biyoloji laboratuvarinda bana teknik destek konusunda yardimci olan Enes Giilmez'e
Ozellikle tesekkiir ederim.

Sevgi dolu, giizel ve sevecen esim Siniya Jawadu Kamwendo'ya, yliksek lisans siireci
boyunca sevgisi, dualari, fedakarligi ve arkadagligi i¢cin ¢ok minnettarligimi ifade etmek isterim.
Ebeveynlerim Nickson Muhyuddin Kamwendo ve Hawa Mzee'ye ilgileri, sevgileri ve destekleri
i¢in tesekkiir ederim. Ilkokuldan iiniversiteye kadar olan akademik yolculugum boyunca maddi
ve rehberligi ve destekleri igin sevgili amcam Muhammed Muhyuddin ve teyzem Zainab Ausi'ye
tesekkiir ederim.
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AKADEMIK BEYAN
Yiiksek Lisan Tezi olarak sundugum “CBDP VE CEAP molekiiler markirlar
kullanilarak Nerium oleander L.'nin genetik cesitliligi ve tanimlanmasi” adli bu

calismanin, akademik kurallar ve etik degerlere uygun olarak yazildigini belirtir, bu tez
caligmasinda bana ait olmayan tiim bilgilerin kaynagini gosterdigimi beyan ederim.
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GIRIS B.M. KAMWENDO

1. GIRIS

Nerium oleander 6 metreye kadar yiikseklige ulasabilen ve tipik olarak 2,5 ila 4,5
metre arasinda yayilan yaprak dokmeyen bir ¢alidir. Hem kiy1 hem de i¢ bdlgelerde deniz
seviyesinden 800 metreye kadar iyi drene edilmis topraklarda, acgik alanlarda, kuru su
yollar1 ve vadilerde biiyiir (Aksoy ve Oztiirk, 1997). Apocynoideae (Echitoideae) alt
ailesinin Apocynaceae ailesine ait olan Nerium oleander L. adli sadece bir tiirii olan
Nerium cinsine aittir. Apocynacea Familya, ¢ogunlukla tropikal bolgelerde dagilmis
2000'den fazla tiirden olusur (Ayouaz ve digerleri, 2023) (Pagen, 1987).

Nerium oleander’in dogal kdkeni yaygin ekimi nedeniyle dogrulanmasi zordur.
Ancak Lazzaro vd. (2018) gore, tiirin dogal yayilist Ispanya ve Fas'tan Arap
Yarimadasi'na kadar uzanan Akdeniz havzasinda, Afrika'da Etiyopya ve Nijer ile Asya'da
Afganistan, Iran, Irak, Hindistan ve Orta Cin'i de kapsayacak sekilde genislemektedir. En
cok Akdeniz bolgesinde yetigse de diinyanin dort bir yaninda yetistirilmektedir (Ekalu et
al., 2019).

Nerium oleander Tiirkiye'den ihrag edilen siis bitkilerinden biridir. Tiirkiye Siis
Bitkileri Yetistiricileri Birligi'ne (SUSBIR) gore, dis mekan bitkisi olarak siniflandirilan
bu bitki, 2016 yilinda ekonomiye yaklasik 45.000 ABD dolar1 katkida bulunmustur. Bu
bitkiler yaklasik 400 hektarlik bir alanda yetistirilmektedir (SUSBIR, 2017). N. oleander
thracata yonelik bitkiler ozellikle Akdeniz, Ege ve Marmara bolgelerinde, Adana,
Antalya, Aydin, Gaziantep, Izmir, Hatay, Istanbul, Kocaeli, Mersin, Mugla, Sakarya,
Samsun, Trabzon ve Yalova sehirlerinde iiretilmektedir. Bu bolgeler, bir ila iki yas arasi
bitkiler i¢in ¢ogaltma materyali iireten orman fidanliklarini barindirmaktadir (Bragard
vd., 2021).

Dayanikli, yaprak dokmeyen bir ¢ali olan oleander, sicak subtropikal bolgelerde
gelisir. Canli ve giizel ¢igekleri nedeniyle siis bitkisi olarak yogun bir sekilde ekilir.
Manzaralarin giizelligini artirir, halka acik parklari ile yol kenarlarini siisler, kurakliga ve
kirlilige kars1 dayanikliliginin onu kentsel ve banliy6 ortamlari i¢in ideal bir se¢im haline
getirmektedir. Cogunlukla Kuzey Afrika'nin Akdeniz bolgesi, Dogu Akdeniz ve
Gilineydogu Asya'da siis bitkisi olarak yetistirilir.

Nerium oleander, L, ¢ogunlukla sadece peyzajda kullanimi i¢in degil, aym
zamanda tibbi kullanim i¢in de yetistirilmektedir. Diinyadaki ¢ogu insan ilaglarinin
kaynag1 olarak sifali bitkileri kullanir. Diinya Saglik Orgiitii'niin (DSO) istatistikleri,
devletleri DSO'ye ait olanlar diinya popiilasyonunun %80'inden fazlasinin geleneksel
tibb1 kullandigin1 tahmin ediyor (DSO, 2023). Nerium, bitkisel ilaglarda kullanilan
bitkilerden biridir. Oleandrik asit ve kanerosid fitokimyasallari igerir ve anti-enflamatuar
ile antikanser biyolojik aktivite sergiler (Ekalu et al., 2019). Bunun yanisira,
yapraklarinda bulunan ve triterpenoidlerin ana kaynagi olan {irolik asit, betulinik asit,
betulin ve epoksidammaran 3f,25-diol tiirevleri gibi triterpenoidler igerir. Ayrica, akciger
karsinom hiicre hattt HepG2 gibi kanseri 6nemli 6l¢iide azaltma ve iyilestirme yetenegine
sahiptirler (Bhadane et al., 2018).

Nerium oleander’nin bir baska kullanimi1 da baz1 zararhilara kars1 dogal
pestisitlerdir. Nerium'un zararlilara karst etkili oldugu ve ciftcilere zararlilarin
mahsullerini yok etmesini 6nlemede yardimei oldugu bildirilmistir. Nerium nematosidal
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olarak iglev goriir. Kasapaglu Uludamar (2023) tarafindan yapilan arastirmalarda, Nerium
oleander ndan elde edilen sulu ekstraktin nematod yumurtadan ¢ikmay1 %61 oraninda
baskilayabildigi gosterilmistir.

Nerium  oleander c¢evresel izleme ve Dbiyoremediasyonda kullanilir.
Kullanimlardan biri, endiistriyel kirlilige egilimli yerlerde kursun ve diger agir metallerin
cevresel olarak izlenmesidir. Tiirkiye'de Nerium oleander kursun ve diger agir metalleri
izlemek igin potansiyel bir tesistir. Aksoy ve Oztiirk'iin (1997) calismasi1 gosterdi ki
Nerium oleander Kentsel alanlarda kirsal alanlara gére daha fazla miktarda kursun (Pb),
kadmiyum (Cd), ¢inko (Zn) ve bakir (cu) birikmistir. Ayrica, yol kenarlarindaki kentsel
alanlarda bu kimyasallarin biiylik bir birikimi varmistir. Bu, bitkinin ¢evredeki metal
birikiminin izlenmesinde ¢ok Onemli oldugunu gostermektedir. Diger calismalarda
Nerium oleander topraktan agir metalleri almak igin kullanildig1 gosterilmistir (Ibrahim
ve El Afandi, 2020). Bu, konsantrasyonu azaltarak topraktaki agir metal miktarini azaltir.

Nerium oleander'in yabanci ot dnleyici olarak kullanilabilecegi bildirilmistir. Bu
bitki ikincil metabolitlere sahip oldugundan, onun kimyasallar1 diger bitkilerin
biliylimesini etkileyebilir. Bu nedenle, bahgelerdeki yabani otlar1 kontrol etmek icin
kullanilabilir. Nerium oleander allelopatik kimyasallar ad1 verilen kimyasallar salgilar.
Bu kimyasallar diger bitkilerin biiylimesini olumlu ya da olumsuz yonde etkiler (Blanco,
2007). Shareif vd. (2022) tarafindan yapilan arastirma, Arabidopsis thaliana bitkilerinin
Nerium oleander ¢igeklerinden elde edilen alkol 6ziitleri ile muamele edildiginde, yaprak
alani, bitki boyu ve ¢igeklenme baglangici izerinde 6nemli bir olumsuz etki oldugunu ve
bu parametrelerin 0ziit konsantrasyonu arttikca azaldigini gostermistir. Klorofil II
konsantrasyonlar1 da daha yiiksek ekstrakt konsantrasyonlari ile azaldi ve bu da
fotosentetik siiregte bir bozulmaya isaret etti. Mojarad vd. (2013) tarafindan yapilan bir
baska arastirmada, Nerium oleander L.nin sulu ekstraktlarinin Hordeum vulgare ve Vicia
sativa fidelerinin biiylimesi tlizerinde Onemli bir inhibitér etkiye sahip oldugu
gosterilmistir. Arpa fidelerinin koleoptil ve yaprak uzunlugu ile Vicia sativa fidelerinin
epikotil, hipokotil ve kdk uzunlugu azalmistir. Her iki bitki tiirliniin taze agirligi da
olumsuz etkilendi. Anatomik analiz, kok killarinda azalma ve arpa koklerindeki vaskiiler
demetlerin sayisinda artig dahil olmak tizere kok yapisindaki degisiklikleri ortaya ¢ikardi.
Uslu vd. (2018), Nerium oleander ¢igek Oziitiniin Lolium multiflorum'un tohum
cimlenmesi ve fide biiylimesi tizerindeki etkisi ile 1ilgili arastirmalarinda, o6ziitiin
konsantrasyonu arttik¢a, ¢imlenme yiizdesi, fide uzunlugu, radikiil uzunlugu, plumule
uzunlugu, fide taze ve kuru agirligi ve tohum vigor indeksinde kayda deger bir diisiis
oldugunu gostermistir. Bunlardan, 6zlerin Nerium oleander bahgedeki yabani otlari
bastirmak icin herbisit olarak kullanilabilir.

Nerium oleander Tiirkiye'de dnemli bir bitki olmasina ragmen belirli ¢esitlerin
tanimlanmasi ¢cok zordur. Belirli ¢esitleri tanimlamak icin ¢igek rengi ve sekli géz oniinde
bulundurulur, ancak bitkide yaprak ¢esitliligi ve biiylime aligkanlig1 gibi diger karakterler
de bulunur. Bunlar bitki gesitlerini ayirt etmek ic¢in kullanilabilir, ancak tanimlanmalari
zor oldugu icin kullanilmazlar (Portis vd., 2004). Bitkinin belirli c¢esitlerinin
tanimlanmamasi, belirli kullanim i¢in yanlis bitkilerin kullanilmasina neden olabilir.

Bitkileri tanimlamanin ilk adimi, c¢evredeki bitkinin genetik c¢esitliligini
incelemektir. Molekiiler markirmarkirlar, genetik c¢esitliligin tanimlanmasinda ve
bitkilerin popiilasyon yapisinin degerlendirilmesinde kullanilir. Molekiiler bir markar,
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genomdaki belirli bir fiziksel konuma karsilik gelen bir niikleotid dizisidir (Schulman,
2007). Bu markirmarkirlarin farkli kullanimlar1 vardir. Kullanim alanlarindan biri bitki
tiirlerinin tanimlanmasidir. Belirli bitki tiirlerini tanimlamak i¢in kullanilabilecek genetik
parmak izleri saglarlar. Molekiiler DNA tabanli teknikler, genetik parametrelerin yiiksek
hassasiyetli tahminlerini sunar ve hem tiir hem de popiilasyon seviyelerinde genetik
cesitliligin yiiksek ¢oziiniirliiklii belirlenmesiyle sonuglanabilir (Motahari et al., 2021).
Farkli bitki tiirlerini tanimlamak i¢in kullanilan bir¢ok molekiiler markir vardir.
Bunlardan bazilar1 amplified fragment length polymorphism (AFLP), inter-simple
sequence repeat (ISSR), simple sequence repeats (SSR), start codon-targeted (SCoT),
inter-retrotransposon amplified polymorphism (IRAP), randomly amplified polymorphic
DNA (RAPD), restriction-fragment length polymorphism (RFLP) (Schulman, 2007).

N. oleander familyasinin Tiirkiye'deki genetik iliskisi ve populasyon yapisi tam
olarak belirlenememistir. Tiirkiye'de N. oleander'in genetik iliskisi ve popiilasyon yapisi
hakkinda bilgi eksikligi, 1slah programlarinda kullanilabilecek N. oleander genotiplerinin
yanlis tanimlanmasina ve bahgivanlarin bahgelerde kullanilacak dogru bitkileri
secememesine neden olmustur. Bu nedenle, bunlarin tanimlanmasi ve karakterizasyonu
icin dogru bir yontem gereklidir.

Bu calismanin temel amaci, Tiirkiye'nin {i¢ bolgesindeki N. oleander'in genetik
cesitliligini ve popiilasyon yapisini, CAAT Box derived polymorphism (CBDP) ve Cis
element amplifiye polimorfizmi (CEAP) olmak iizere iki markir sistemi kullanarak analiz
etmektir. Bu bolgeler Ege, Dogu Akdeniz ve Bat1 Akdeniz'dir. Ayrica, ¢calismada genetik
cesitlilige dayali olarak N. oleander genotiplerinin ayirt edilmesinde markir sistemlerinin
(CBDP ve CEAP) etkinliginin analiz edilmesi amaglanmistir. Calisma ayrica bu
bolgelerdeki antropojenik ve dogal oleander genotipleri arasindaki genetik iliskiyi
degerlendirmek i¢in de kullanilmaktadir.

N. oleander'm genetik cesitliliginin olusturulmasi ve incelenmesi daha fazla
etkiye sahip olacaktir. Ilk olarak, genetik g¢esitliligin incelenmesi, Tiirkiye'nin
bolgelerindeki N. oleander genotiplerinin genetik iliskilerinin belirlenmesine yardimci
olacaktir. Ustelik, calisma, N. oleander'n tanimlanmasinda ve genetik cesitliligin
olusturulmasinda daha etkili olan molekiiler markirlarin belirlenmesini saglayacaktir. Ek
olarak, Calisma, antropojenik ve dogal genotipler arasindaki iliskiyi belirleyerek
Tiirkiye'deki N. oleander genotiplerinin popiilasyon yapisinin degerlendirilmesine
yardimci olacaktir.
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2. KAYNAK TARAMASI
2.1. Nerium oleander’nin Genetik Cesitliligi ve Popiilasyon Yapisi

Nerium oleander Tiirkiye'de ve diinyada yaygin ve ekolojik a¢idan 6nemli, siis
giizelligi ve potansiyel tibbi 6zellikleri ile deger verilen bir bitkidir. Genetik cesitliligi
degerlendirmek icin ¢esitli yontemler kullanilmistir. N. oleander. En ¢ok kullanilan
yontemler morfolojik ve molekiilerdir. Morfolojik yontemler, se¢im i¢in kullanilacak M.
oleander genotiplerini ayirt etmek i¢cin morfolojik karakterlere bakarak genetik c¢esitliligi
degerlendirmek i¢in kullanilmistir. Kumar vd. (2024) tarafindan yapilan arastirma, bitki
boyu, siirgiin sayisi, bitki yayilimi, yaprak oOzellikleri, ¢igek Ozellikleri ve genetik
cesitliligi degerlendirmek icin verim dahil olmak {iizere ¢esitli vejetatif ve verim
parametrelerini kullandi. N. oleander ve genetik cesitlilik agisindan énemli farkliliklar
oldugunu kesfettiler. Ayrica bitki boyu, siirgiin sayisi, ¢igek verimi ve ¢icek agirligt gibi
morfolojik karakterlere dayanarak N. oleander genotiplerini kiimelediler. Morfolojik
karakterlerle ilgili sinirlama, toprak tipi, yagis, riizgar ve giines 15181 gibi ¢evresel
faktorlerden etkilenmeleri ve benzer genetik yapiya sahip genotiplerin bu faktdrlere bagl
olarak farkli kiimelenebilmeleridir. Buna kars1 koymak i¢in, genetik ¢esitlilik cogunlukla
molekiiler markirlar gibi genetik markirlara dayanir.

N. oleander’in genetik cesitliligi degerlendirmek i¢in farkli molekiiler markirlar
kullanilmistir. Lazzaro vd. (2018) tarafindan yapilan arastirma, Montecristo, italya'da
Nerium oleander’in kokenini belirlemek icin Inter-Simple Sequence Repeats (ISSR)
kullanilmistir. Bu arastirmada, italya'nin farkli bélgelerinden antropojenik N. oleander
tiirlerini degerlendirdiler ve kokenlerini nerdiler. Bu arastirma ayni zamanda Italya'da
antropojenik ¢esitliligin 6nemli bir genetik cesitliligi oldugunu gostermistir. Portis vd.
(2004) Italya'daki N. oleander genotiplerinin genetik gesitlili§ini arastirmak igin
Amplified Fragment Length Polymorphism (AFLP) kullanmistir. Bu ¢aligma, morfolojik
kompozisyon agisindan farklilik gosteren genotiplerin daha diisiik genetik mesafe
gosterdigini, yani molekiiler markirlarin  N. oleander'in  genetik  ¢esitliligini
degerlendirmek i¢in giivenilir araglar oldugunu gostermistir. Ayrica, Mateu-Andrés vd.
(2015) tarafindan Akdeniz bolgesindeki N. oleander genotipleri arasindaki genetik
cesitliligi  degerlendirmek i¢in kloroplast SSR (cpSSR) molekiiler markirlar
kullanilmistir. Arastirmalari, Akdeniz havzasinda genetik degiskenligin dogal ortam .
oleander genotipleri arasinda daha diisiik oldugunu gostermektedir. Bu durum, Akdeniz
havzasindaki N. oleander  genotiplerinin, genetik  degiskenligin ~ Akdeniz
havzasindakinden daha yiiksek oldugunun gosterildigi Sahra bolgesinden tasindigi
teorisine baglanmustir.

N. oleander genotiplerinin popiilasyon yapisi analizi, cografi konumun genotipler
arasindaki genetik iliskide rol oynadigin1 gostermistir. Mateu-Andrés vd. (2015)
tarafindan yapilan c¢alismalar, haplotip ag analizinin Sahra bolgesi ve Akdeniz
havzasindaki N. oleander genotiplerinin farkli genetik cesitlilige ve mense bolgesine gore
yapilandirilmis genotiplere sahip oldugunu gostermistir. Lazzaro vd. (2018) genetik
farkliligin ana kaynaginin N. oleander genotiplerinin cografi konumuna dayandigin
gostermistir. Portis vd. (2004) genetik farklilagmanin bireysel genotiplere dayandiginm
gosterdi. Farkli calismalar, N. oleander genotiplerinin popiilasyonlarinin cografi konum
ve bireysel genotipler iizerinde yapilandirildigini gostermistir.
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Mevcut literatiiriin incelenmesi, Tiirkiye'de molekiiler markirlar kullanilarak M.
oleander'in genetik c¢esitliligini arastiran 6zel bir ¢alisma olmadigini gostermistir.
Tiirkiye'de yapilan baz1 g¢aligmalarda morfolojik ¢esitliligi ve yerel kullanimlar
incelenmis olsa da genetik ¢esitliligine iliskin kapsamli bir anlayis ve dogru tanimlama
icin araglar eksiktir. Sargin (2021) tarafindan yapilan arastirmada, Tiirkiye'de farkli
rakimlarda Nerium oleander'in anatomik ve mikro-morfolojisinde farkliliklar oldugu
tespit edilmistir. Yaprak yapisinda gozlemlenen degisikliklerin, farkli rakimlarda degisen
cevresel kosullara adaptasyon olabilecegi sonucuna varmistir. Yigit vd. (2021) tarafindan
yapilan bir bagka arastirmada, Nerium oleander L.min morfolojik karakterleri iklim
kosullarina gore farklilik gostermistir. Lif uzunlugu, liimen genisligi, kegelesme orani ve
elastikiyet katsayisinin Akdeniz ikliminde; sertlik katsayisi, Muhlstep oran1 ve Runkel
oraninin karasal iklimde; ¢ift ceper kalinlig1 ve ¢eper kalinliginin ise Karadeniz ikliminde
en yiiksek oldugunu gézlemlemislerdir.

2.2. CAAT Box Derived Polymorphism (CBDP) Markirlar

CAAT box derived polymorphism (CBDP) molekiiler markirlari, cesitli bitki
tirlerinin genetik cesitliligini ve tanimlanmasini incelemek i¢in gelistirilmistir. Bu
markirlar 2014 yilinda Singh vd. (2014) tarafindan gelistirilmisti. GGCCAATCT
konsensiis dizisi ile baslangic kodonunun ~80 bp yukarisinda bulunan promotdr
bolgedeki CAAT kutusu hedeflenerek iiretilmistir (Singh vd., 2014). Bu primerlerin
tanimlayict bir ozelligi, 18 niikleotid uzunluklar1 ve merkezi bir CCAAT ¢ekirdek
dizisinin varligidir. Bu ¢ekirdek, 5' ucundaki bir dolgu dizisi ile 3' ucundaki bir di- veya
tri-ntikleotid dizisi arasinda stratejik olarak konumlandirilmistir.

CBDP markirlari, genin promotdriiniin, yiiksek oranda korunmus bélgesini baglar
ve CBDP markirlarinin bu fonksiyonel CAAT kutu bolgesine spesifik olarak baglanma
yetenegi, kritik bir diizenleyici dizi i¢inde polimorfizmlerin tanimlanmasini saglar. Bu
hedefli strateji, rastgele genomik bolgeleri hedef alan markirlarin aksine, gozlemlenebilir
fenotipik ozelliklerle baglantili olmasi muhtemel genetik degisiklikleri ortaya ¢ikarmak
icin Ozellikle degerlidir. CAAT kutusundaki degisiklikler, transkripsiyon faktorii
baglanma afinitesini kontrol etme potansiyeline sahiptir, bu da gen ekspresyon
seviyelerinin degigsmesine yol agar ve sonug olarak N. oleander'de ¢icek rengi, biiyiime
aliskanlig1 ve stres toleransi gibi bir dizi 6zelligi etkiler (Atia vd., 2021; Etminan vd.,
2018; Singh vd., 2014). Singh vd. (2014) gore bu markirlarin bir diger avantaji da
tekrarlanabilir olmalar1 ve analiz edilecek bitki hakkinda Onceden dizileme bilgisi
gerektirmemeleridir.

CBDP markirlari, popiilasyonu degerlendirmek ve farkli bitki tiirlerini tanimlamak
icin bitkilerde bagariyla kullanilmistir. Etminan vd. (2018) tarafindan yapilan aragtirmada,
50 durum bugday1 genotipinde genetik cesitliligi degerlendirmek igin CBDP markirlari
kullanilmistir. CBDP primerleri, tiimii polimorfik olan 98 lokusu ¢ogaltarak genotipler
arasinda yiiksek genetik degiskenlik oldugunu gostermistir. Singh vd. (2022) de Syzygium
cumini (L.) jamun'un genetik cesitliligini degerlendirmek i¢in CBDP markirlarini
kullanmistir. CBDP markirlarinin oldukga bilgilendirici oldugu, yiiksek polimorfizm ve
ayirt edici gli¢ ortaya koydugu kanitlanmistir. Farkli jamun tiirleri ve popiilasyonlar
arasinda ayrim yapmada etkili olmuslardir. Talebi vd. (2018) Iran'da CBDP molekiiler
markirlarinin  Cartamus tinctorious L. (aspir) tiirlinde polimorfizm gdsterebildigini
gostermistir. CAAT kutu kaynaklt polimorfizm (CBDP), Start Codon-Targeted
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markirlarindan daha fazla polimorfik bant tiretmistir. Sing vd. (2014) Corchorus olitorius
(jiit), Gossypium arboreum (pamuk) ve Linum usitatissimum (keten) gibi farkli iirtinlerin
genetik cesitliligini degerlendirebilmis ve CBDP'nin genetik c¢esitlilige dayali olarak
genotipleri ayirt etmede etkili oldugunu gostermistir.

2.3. Cis Element Amplified Polymorphism (CEAP) Markirlan

Cis element amplified polymorphism (CEAP) molekiiler markirlari, cis elemanlari
adi verilen promotériin korunmus bolgesi hedeflenerek gelistirilmistir. Bunlar,
transkripsiyon faktorleri (TF'ler) ve transkripsiyonu baslatmak ve siirdiirmek i¢in gerekli
olan diger diizenleyici molekiiller i¢in baglanma bolgeleri igeren, genellikle kodlamayan
DNA'nin Cis diizenleyici elemanlar (CRE'ler) segmentleridir (Wittkopp ve Kalay, 2012).
Chen vd. (2022) AAAG, ACGTG, CCGA, ACTCAT, GGTCA, TATCC, TGAC ve
GATAA olmak flizere sekiz cis-elementini hedef alan CEAP molekiiler markirlar
gelistirmislerdir.

Cis element amplified polymorphism (CEAP), c¢esitli bitkiler icin genetik
cesitliligin  incelenmesinde uygulanmistir. Wang vd. (2024) kirmizi pancar
germplazmindaki genetik cesitliligi incelemek icin CEAP molekiiler markirlar
uygulamistir. Kirmizi pancar igin basarili bir molekiiler tanimlama sistemi ve CEAP
parmak izleri gelistirdiler ve farkli ¢esitlerin tanimlanmasi, korunmasi ve izlenmesi i¢in
teorik bir temel sagladilar. Chen (2022) da mangonun (Mangifera indica L.) genetik
cesitliligini degerlendirmek icin CEAP molekiiler markirlar1 kullanmistir. Kullandiklari
tim molekiiler markirlara dayanarak, CEAP markirlari, inter-simple sequence repeat
(ISSR), sequence-related amplified polymorphism (SRAP) ve CAAT box derived
polymorphism (CBDP) daha bilgilendirici bilgi verileri sagladi. Zhelyazkova vd. (2024)
tarafindan yapilan yeni bir ¢aligma, sekiz Rosa genotipi ve iki Rosa damascena cesidi
arasindaki genetik ¢esitliligi ve iliskiler1 degerlendirmis ve CEAP molekiiler
markirlarinin - Giil tiirlerinin  genetik ¢esitliligini analiz etmede etkili oldugunu
gostermistir. Bu calismada CEAP''m uygulanmasi, ¢esitli Rosa genotipleri arasindaki
genetik cesitliligin analizinde ilk basarili kullanimina isaret etmis ve gelecekteki 1slah
cabalar1 i¢cin 6nemli etkileri olan degerli veriler saglamistir.

Literatiirtin kapsamli bir incelemesine dayanarak, Nerium oleander'de genetik
analiz amaciyla CBDP veya CEAP markirlarini 6zel olarak kullanan higbir ¢alisma tespit
edilmemistir. Yaymlanmis arastirmalarin yoklugu, bu bitki tiirlinde bu gen hedefli
markirlarin uygulanmasina iliskin mevcut anlayista onemli bir eksikligin altini
cizmektedir.
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3. MATERYAL VE METOT
3.1. Bitki Materyallerinin Toplanmasi

Calismada bitki materyali olarak Tirkiye Bilimsel Arastirma Kurumu
(TUBITAK) tarafindan desteklenen ve yiiriitiiciiliigiinii Prof.Dr.Murat Zencirkiran’m
yaptigr 2220072 nolu proje kapsaminda toplanan Nerium oleander L. (Zakkum)
genotipleri kullanilmistir. Proje kapsaminda toplanan ve materyal olarak kullanilan
genotipler ¢izelge 3.1, 3.2, 3.3 ve 3.4°de verilmistir.

Genotipler Tiirkiye cografyasindan {i¢ farkli bolgeden toplanmistir. Bu bolgeler
Ege, Dogu Akdeniz ve Bat1 Akdeniz'dir. Bu bolgelerde hem antropojenik hem de dogal
Nerium oleander genotipleri toplanmistir. Bolgedeki her ornekten alti yaprak 6rnegi
toplanmistir. Toplanan 6rnekler fermuarli posetlerde tutulup DNA ekstraksiyonuna kadar
buzdolabinda saklanmuistir.

Cizelge 0.1. Ege bolgesi’nden Nerium oleander antropojen koleksiyonu 6rnekleri

Kod Bolge Kod  Bolge Kod  Bolge

1 Dikili 12 Aliaga 23 Torbali

2 Dikili 13 Eski Foga 24 Torbali

3 Dikili 14 Eski Foga 25 Torbal1

4 Dikili 15 Karstyaka 26 Menderes
5 Dikili 16 Karsiyaka 27 Selguk

6 Bergama 17 Torbal1 28 Seferihisar
7 Kinik 18 Tire 29 Giizelbahge
8 Dikili 19 Tire 30 Cesme

9 Aliaga 20 Tire 31 Cesme

10 Aliaga 21 Tire 32 Karaburun
11 Aliaga 22 Kiraz
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Cizelge 0.2. Dogu Akdeniz'den Nerium oleander antropojenik koleksiyonu

Kod Bolge

43 Mersin girisi

44 Mersin girisi

45 Mersin girisi

46 Akdeniz

47 Akdeniz

48 Yenisehir

49 Yenisehir

50 Erdemli Girisi

51 Erdemli

52 Erdemli

53 Erdemli

54 Giilnar

55 Anamur

56 Anamur

56.1 Silifke

56.2 Bozyazi

56.3 Bozyazi

Cizelge 0.3. Bat1 Akdeniz'den Nerium oleander antropojenik koleksiyonu
Kod Bolge Kod Bolge

64 Gazipasa 76 Kumluca
65 Konyaalt1 77 Kemer
66 Konyaalt1 78 Kemer
67 Konyaalti 79 Konyaalti
68 Konyaalt1 80 Konyaalti
69 Alanya 81 Konyaalti
70 Alanya 82 Korkuteli
71 Demre 83 Korkuteli
72 Demre 84 Korkuteli
73 Demre 85 Mugla

74 Demre 85.5 Korkuteli
75 Finike 85.6 Demre
75.5 Kumluca 85.7 Alanya
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Cizelge 0.4. Tiim bolgelerden toplanan dogal Nerium oleander koleksiyon ornekleri

Kod IVilce

33 Canakkale

34 Canakkale

35 Balikesir - Edremit
36 Balikesir

37 Balikesir

38 Adiyaman

39 Izmir - Foca

40 Izmir

41 Manisa

42 Balikesir

57 Adiyaman

58 Hatay

59 Hatay

60 Adana - Kozan

61 Adana - Kozan

62 Mersin - Akdeniz
63 Mersin - Giilnar
86 Antalya- Gazipasa
87 Antalya - Karabiik
88 Antalya - Murti¢i
89 Mugla - Dalyan

90 Mugla - Dalyan

91 Denizli - Pamukkale
92 Mugla - Marmaris
93 Mugla - Milas

94 Aydin

3.2. Genomik DNA izolasyonu

DNA, manyetik boncuklar veya DNA saflastirma kolonu kullanilarak ek
saflastirma ile CTAB yontemi (Doyle & Doyle, 1987) kullanilarak ekstrakte edildi.
Ekstrakte edilen DNA 100 pl su ile ayristirildi ve PCR ¢aligmalaria kadar -20 °C'de
saklandi.

3.3. DNA Miktarlarinin Belirlenmesi

Genomik DNA'min varligi, miktar1 (ng/mg) ve saflik derecesi (RNA,
polisakkaritler ve proteinler gibi DNA olmayan organik molekiillerin durumu) 260 ve
280 nM dalga boylarinda spektrofotometre cihazi ve jel elektroforezi ile belirlendi. 1X
TBE soliisyonu kullanilarak hazirlanan %1.5'lik agaroz jel EtBr hazirlandi. DNA miktar1
ve kalitesinin nanodrop dl¢timlerine ek olarak, 100 V'ta 60 dakika boyunca %1 agaroz jel
gergeklestirildi. DNA'nin varhidi, bir UV goriintiileme cihazinda goriintiilenerek tespit
edildi.
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3.4. CBDP Analizi

Yiiz bir 6rnek Nerium oleander 10 CAAT box derived polymorphism molekiiler
markirlar1 kullanilarak tarandi (Cizelge 3.7). ilk olarak, primerler rastgele secilen N.
oleander Oorneklerinde degerlendirilmistir. 10 primerin tiimi yiiksek diizeyde
amplifikasyon gosterdi. Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) amplifikasyonu, 1,5uL 10X
Taq polimeraz tamponu, 1,5uL 25mM MgCl,, 0,4uL 2mM dNTP, 1,5uL CBDP primeri,
0,2uL Tag DNA polimeraz ve 3,9uL steril distile su kullanilarak 15 pL reaksiyon
hacminde gerceklestirilmistir. PCR amplifikasyonu, Singh vd. (2014) tarafindan
aciklanan prosediire dayali olarak gerceklestirildi. PCR geri doniisiimiinii saglamak igin,
ilk bes dongii denatiire etmek i¢in 94°C'de 1 dakika, baglanma i¢in 35°C'de 1 dakika ve
uzatma i¢in 72°C'de 1 dakika ¢alistirlmistir. ikinci 35 déngii, 1 dakika boyunca 94°C'de
denatiirasyonu iceriyordu, ardindan baglanma sicakligini 50°C'ye yiikseltti ve 72°C'de 10
dakikalik son bir uzatma ile yapildi. Uretilen PCR iiriinleri, x0.5 Tris-Borat-EDTA (TBE)
tamponunda %2 agaroz jel elektroforezi ile ayrildi. Her jel yiiklemesinde ilk kuyucuklara
3uL 1kb DNA ladder yiiklenmistir.

Cizelge 0.5. Analizde kullanilan CBDP Primerleri ve baglanma sicakliklari

Sayi Ilz:l‘l‘;fgrl Primer Diczisi %GC
1 CAATI  5-TGAGCACGATCCAAT AGC-3' 50
2 CAAT2  5-TGAGCACGATCCAATAAT-3' 39
3 CAAT3  5-TGAGCACGATCCAAT ACC-3' 50
4 CAAT6 5-TGAGCACGATCCAAT CAG-3' 50

5 CAAT8  5-TGAGCACGATCCAATCGG-3'  55.6
6 CAAT9  5-TGAGCACGATCCAATGAT-3'  44.4
7 CAATI3 5-TGAGCACGATCCAATGAG-3' 50
8 CAATI6 5-TGAGCACGATCCAATTCA-3'  44.4
9 CAAT21 5-CTGAGCACGATCCAATCA-3'  50.0
10 CAAT25 5-CTGAGCACGATCCAATGT-3' 50

3.5. CEAP Analizi

Yiz bir Nerium oleander Ornegi 10 Cis-eleman1 Amplified Polymorphism
molekiiler belirteg kullanilarak taranmustir (Cizelge 2.8). Ilk olarak, primerler rastgele
secilen N. oleander 6rneklerinde degerlendirilmistir. 10 primerin tiimii yiiksek diizeyde
amplifikasyon gosterdi. Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) amplifikasyonu, 1,5 pL. 10X
Taq polimeraz tamponu, 1,5 pL 25 mM MgClz, 0,4 uL 2 mM dNTP, 1,5 uL. CBDP
primeri, 0,2 pL. Tag DNA polimeraz ve 3,9 uL sterilize distile su kullanilarak
gerceklestirilmistir. Her reaksiyon tiipii i¢in toplam hacim 15 pL idi.

PCR amplifikasyonu, Chen vd. (2022) tarafindan agiklanan prosediirlere dayali
olarak termosikler kullanilarak gergeklestirilmistir. Primerler i¢in {i¢ farkli PCR
amplifikasyon programi kullanilmistir. On primerin tiimii 40 saniye boyunca 95°C'lik
aynmi denatiirasyon sicakligina ve 3 dakika boyunca 72°C'lik bir uzatmaya sahipti.
ACGTG ig¢in baglanma sicakligi 35°C, CCGA i¢in 35°C, TGAC igin 37°C ve TATCC
icin 39°C idi. Son 35 dongiide 40 saniye boyunca 95°C denatiirasyon sicakligi, tiim
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elemanlar i¢in 50°C baglanma sicakligi ve 72°C'de 10 dakika boyunca son uzatma ile
72°C'de 2 dakika uzatma vardi. Uretilen PCR iiriinleri, x0.5 Tris-Borat-EDTA (TBE)
tamponunda %?2 agaroz jel elektroforezi ile ayrildi. Her jel yliklemesinde ilk kuyucuklara
3 uL 1 kb DNA ladder ytiklenmistir.

Cizelge 0.6. Analizde kullanilan CEAP primerleri ve baglanma sicakliklar

Sayi Lrimer Primer Dizisi Baglanma
Kimligi Sicakhigi
1 ACGTGS 5_-GCAGTCAGATCACGTA-3' 35°C
2 ACGTGIS 5-GCAGTCAGACACGTGAGT-3' 35°C
3 ACGTG25 5-GCAGTCAGACACGTGGCT-3' 35°C
4 CCGAS 5-GCAGTCAGATCACCGATA-3' 35°C
5  CCGA6 5-GCAGTCAGATCACCGATT-3' 35°C
6  TATCC2 5-GCAGCTGAGACTATCCAT-3' 39°C
7 TATCCS 5-GCAGCTGAGACTATCCTA-3' 39°C
8  TGAC2 5-GCAGCTGAGAGTTGACAT-3' 37°C
9  TGACS 5-GCAGCTGAGAGTTGACTA-3' 37°C
10  TGAC22 5-GCAGCTGAGGTTGACTTC-3' 37°C

3.6. Veri analizi

3.6.1. Veri puanlama

Amplifikasyonu takiben, CBDP ve CEAP markirlarindan elde edilen DNA
fragmanlar1 ¢oziildi ve gorsellestirildi. Amplifiye edilmis iiriinler daha sonra belirli bir
lokusta bir bandin varligia veya yokluguna gore puanlandi. Bu amagla, giiclendirilmis
bir bandin varliginin 1 olarak kaydedildigi ve bir bandin yoklugunun O olarak
kaydedildigi bir ikili puanlama sistemi kullanilmistir. Bu ikili skorlar, degerlendirilen tiim
markir lokuslar1 boyunca her bir genotip i¢in sistematik olarak kaydedildi. Bu gorsel
puanlama isleminden elde edilen veriler daha sonra kapsamli bir ikili veri matrisi
olusturmak i¢in diizenlendi. CBDP ve CEAP markirlarina dayali olarak analiz edilen tiim
bireylerin genotipik profillerini temsil eden bu matris, Microsoft Excel yazilimi
kullanilarak olusturulmustur. Matristeki her satir benzersiz bir genotipe karsilik gelirken,
her siitun belirli bir isaretleyici lokusu temsil ediyordu ve girisler, amplifiye edilmis
irliniin varligini1 veya yoklugunu yansitan 0 veya 1 idi.

3.6.2. Molekiiler markirlarin etkinligi.

Molekiiler markirlarin N. oleander genotiplerini degerlendirme yetenegini
belirlemek i¢in asagidaki parametreler IMEC ¢evrimigi aract kullanilarak hesaplanmistir
(Amiryousefi vd., 2018): Beklenen Heterozigotluk (H = 1 - Xpi2) (Liu, 2017),
Polimorfizm Bilgi Igerigi (PIC = 1 - Zpi2 - Zpi2pj2) (Roldan-Ruiz ve ark, 2000), Powell
vd. (1996) tarafindan belirtildigi gibi Etkin Coklu Oran (E = n B), Marker Indeksi (MI =
E H avp) ve Ortalama Heterozigotluk (Havp = £ Hn/ n p). Ayirt Edici Gii¢ (D=1 - C)
(Tessier vd., 1999), Coziimleme Giicii (R = X Ib), bir primerin DNA parmak izindeki
farkli genotipleri ayirt etme yeteneginin bir 6l¢iisii (Prevost ve Wilkinson, 1999).
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3.6.3. Benzerlik testi ve kiimeleme analizi

CBDP ve CEAP molekiiler markirlari ile taranan 6rneklerin benzerligini ve CBDP
ile CEAP markirlarinin birlestirilmis verilerini kontrol etmek i¢in benzerlik matrisi
olusturulmustur. Bu matrisi gelistirmek i¢in hem CBDP hem de CEAP puanlarindan elde
edilen ikili matrisler, NTedit yazilim1 tarafindan NTSY'S format dosyasina doniistiiriildii.
Eksik verilere 9 degeri verildi.

CEAP tarafindan taranan 101 6rnekten 16'sinda eksik verilerin 6nemli bir kismi
gbzlemlendi ve bu ornekler, puanlanan bantlarda %50'in iizerinde eksik veri sergiledi.
Belirli 6rneklerdeki yiiksek eksiklik yiizdesi nedeniyle, eksik verilerin tamamen rastgele
(MCAR) eksik olmas1 olast degildir. Eksikligin rastgele (MAR) eksik olmasi veya
rastgele (MNAR) olmamasi, potansiyel olarak numune kalitesiyle veya numunelerin
kendilerinin dogal 6zellikleriyle ilgili olmasi daha olasidir. Bu 16 6rnekteki eksikligin
ciddiyeti g6z Oniine alindiginda, isnat glivenilmez olarak kabul edildi. Bu nedenle,
yanlilik potansiyelini en aza indirmek ve benzerlik analizinin saglamligini saglamak i¢in
bu ornekler daha fazla analizden ¢ikarilmistir. Bu, numune boyutunu azaltirken, veri
biitiinliiglinii korumak i¢in en uygun yaklagim olarak kabul edilmistir. Bu 6rneklerin
cikarilmasi bir dereceye kadar 6nyargiya neden olabilir. Bununla birlikte, glivenilmez
isnattan kaynaklanan 6nyargi potansiyeli daha biiyiik bir endise olarak kabul edildi. Kalan
85 ornek iizerinde son benzerlik analizi yapildi.

CBDP molekiiler markirlar1 ile amplifiye edilen numuneler i¢in, sadece 4
numunede %50'in tizerinde eksik veri vardi. Hem CEAP hem de CBDP molekiiler igin
birlestirilmis verilerde %50'den fazla eksik veriye sahip 9 6rnek bulunmaktadir. Bu eksik
veriler tamamen rastgele (MCAR) eksik olarak kabul edildi ve benzerlik analizi sirasinda
ornekleri ¢ikarilmadi.

Benzerlik, Sayisal Taksonomi Cok Degiskenli Analiz Sistemi'nin SimQual modu
kullanilarak olusturulmustur (NTSYS-pc siirlim 2.1; Exeter Yazilimi, Setauket, NY,
ABD) (Rohlf, 2000) Basit Eslestirme (SM) katsayisina dayali (Sokal ve Michener, 1958).
Olusturulan benzerlik matrisi kiimeleme analizi i¢in kullanilmistir. {1k olarak, olusturulan
benzerlik matrisi farklilik matrisine doniistiiriilmiistiir. Ayrilik matrisi, SplitsTree CE
6.0.0 kullanilarak dendrogram olusturmak i¢in kullanildi (Huson ve Bryant, 2024).
Komsu Ag yontemi (Bryant ve Huson, 2023; Bryant ve Moulton, 2004) dongiisel olarak
260 bolme elde etmek i¢in kullanildi. Daha sonra Komsu Birlestirme yontemi (Saitou ve
Nei, 1987) bir agac elde etmek i¢in kullanildi. Olusturulan aga¢ dosyasi FigTree siirlim
1.4.4 (Rambaut, 2018) kullanilarak agiklanmistir.

3.6.4. Popiilasyon yapis1 analizi

Nerium oleander popiilasyon yapisini analiz etmek, Bayesian modeli tabanh
kiimeleme kullanilmistir. Pritchard vd. (2000) A STRUCTURE 2.3.4 yazilimi
popiilasyon katkisin1 belirlemek i¢in kullanmistir. Genetik kiimelerin (K) sayisini elde
etmek i¢cin 100.000 yineleme ve ardindan 100.000 Markov chain Monte Carlo (MCMC)
replikasinin yanmasi ile bir katki modeli uygulandi. 1 ile 10 arasinda degisen her K degeri
icin, tutarlilig1 degerlendirmek i¢in on bagimsiz ¢aligma gerceklestirildi. Elde edilen ¢ikt1
dosyalari, Evanno vd. (2005) tarafindan agiklanan AK yontemine dayali olarak en olasi
K degerini belirlemek i¢in Yap1 Segici (Y. L. Li & Liu, 2018) kullanilarak islenmistir. Bu
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analiz, popiilasyon altyapisini ortaya ¢ikarmayi ve orneklenen bireylerdeki potansiyel
genetik siireksizlikleri belirlemeyi amaglamistur.

3.6.5. Molekiiler varyans analizi

YAPI analizi ile belirlenen hiyerarsik genetik yapi, Molekiiler Varyans Analizi
(AMOVA) kullanilarak daha fazla aragtinlmigtir. Tanimlanan alt popiilasyonlar
arasindaki genetik varyasyonun boliimlenmesini 6lgmek i¢in GenAlEx (siirim 6.5)
yaziliminda (Peakall & Smouse, 2012) AMOVA gergeklestirilmistir. Hem CBDP hem de
CEAP markir verilerine dayanan bu analiz, gézlemlenen varyans bilesenlerinin 6énemini
degerlendirmek i¢cin 1000 permiitasyon kullanmistir. Spesifik olarak, farkliliklara
atfedilen genetik varyans orani arasinda alt popiilasyonlar, i¢inde alt popiilasyonlar ve
icinde bireyler incelendi. Tanimlanan gruplar arasindaki genetik farklilasma derecesini
tahmin etmek i¢cin GenAlEx i¢inde de hesaplanan ikili Fy degerleri kullanildi. Bu Fy
degerleri, hem alel frekanslarin1 hem de her popiilasyon icindeki akrabali yetistirme
seviyesini hesaba katan goreceli genetik mesafenin bir dl¢iisiinii sagladi. Bu birlesik
AMOVA ve Fg yaklasimi, incelenen popiilasyonlarin genetik yapisinin  ve
farklilagsmasinin kapsamli bir degerlendirmesini sagladi."

3.6.6. Temel bilesenler analizi (PCA)

Nerium oleander genotipleri arasindaki genetik iliskileri analiz etmek i¢in Temel
Bilesenler Analizi (PCA) yapilmistir. Bu ¢ok degiskenli istatistiksel teknik, PAST
(Paleontolojik Istatistik) yazilim, siiriim 2.17 kullanilarak uygulanmistir (Hammer et al.,
2001). Spesifik olarak, PCA'y1 ger¢eklestirmek i¢cin PAST yazilim paketi i¢indeki Eigen
modiili kullanildi. Eigen modiili, bir veri kiimesinden temel bilesenlerin ¢ikarilmasina
izin vererek, altta yatan varyasyon modellerinin gorsellestirilmesini ve yorumlanmasin
saglar. Bu ¢aligmada, PCA, genetik verilerin boyutsalligin1 azaltmay1 ve genetik verileri
farklilastiran ana varyasyon eksenlerini tanimlamay1 amaglamistir. Elde edilen ana
bilesenler daha sonra, incelenen popiilasyon igindeki genetik yapinin goérsel bir temsilini
saglayan bir dagilim grafigi olusturmak i¢in kullanildu.
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4. BULGULAR
4.1. CBDP Analizi

Bu ¢alismada, Nerium oleander’nin genetik ¢esitliligini degerlendirmek i¢in CAAT
Box Directed Polymorphism (CBDP) on primeri kullanilmisti. CBDP molekiiler
markirlarinin on primerinin rastgele se¢ilmis DNA i¢in ilk analizi skor edilebilir band
amplifikasyonu gostermistir. Daha sonra bu primerler kullanilarak Tiirkiye'nin farkli
bolgelerinden alinan 101 6rnek degerlendirilmistir.

On CBDP primerinin timii polimorfizm gosterdi. Primerler toplam 110 bant
tiretmistir. En yliksek amplifiye bant sayisi, toplam 17 bant ile CAAT25'in primerinde
gbzlenmistir. En diisiik amplifiye bant sayisi, toplam bant sayis1 7 olan primer CAAT1'de
gozlenmistir (Cizelge 4.1). Lokus basina ortalama amplifiye bant sayis1 10 olmustur.

Sekil 0.1 CAAT3 CBDP Primeri kullanilarak N. oleander'in DNA amplifikasyonu

Toplam polimorfik bant sayist 89 olup, %80.91 polimorfizmi temsil etmektedir.
Primer CAAT6 ve CAATS, sirasiyla 14 ve 12 olmak tizere en yiiksek sayida polimorfik
bant iiretti ve tim bantlar polimorfikti. Primer CAAT25 en diisiik sayida polimorfik bant
tiretti, 8 banttan 4'ii (%50) polimorfikti. Lokus basina polimorfik bantlarin ortalama say1s1
8.9 idi.
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Cizelge 0.1. Kullanilan CBDP primerleri, toplam band sayis1 (TBS), Polimorfik band
sayis1 (PBS) ve yilizde polimorfizm oranlari.

Primer

Numarasi Primer Kodu TBS PBS Polimorfizm (%)
1 CAATI 7 4 57.14
2 CAAT2 12 10 83.33
3 CAAT3 15 13 86.67
4 CAATG6 14 14 100.00
5 CAATS 12 12 100.00
6 CAAT9 8 6 75.00
7 CAATI3 7 5 71.43
8 CAATI6 10 7 70.00
9 CAAT21 8 4 50.00
10 CAAT25 17 14 82.35

Toplam 110 89 80.91

Cizelge 0.2. CBDP primerlerinin marker verimlilik parametreleri.

Primer Kodu H PIC EMR H.av Ml D R
CAATI 0.3859 0.3252 1.0000 0.3859 0.3859 0.2999  0.0000
CAAT2 0.4931 0.3715 6.7071 0.0004 0.0028 0.6878  5.7576
CAAT3 0.4947 0.3723 8.2747 0.0004 0.0030 0.6959  2.7692
CAAT6 0.3858 0.3114  10.3457  0.0003 0.0035 0.4541 4.4444
CAATS 0.4928 0.3714 6.7204 0.0004 0.0030 0.6866  8.1290
CAAT9 0.4882 0.3690 4.6139 0.0006 0.0028 0.6677  2.4356
CAATI3 0.4703 0.3597 4.3535 0.0007 0.0030 0.6135 3.1717

CAATI6 0.4588 0.3535 6.4356 0.0005 0.0029 0.5861 2.9703

CAAT21 0.3097 0.2618 6.4674 0.0004 0.0027 0.3467 2.3696

CAAT25 0.4913 0.3706 9.6235 0.0003 0.0033 0.6797 4.6353

Ortalama 0.4471 0.3466 6.4542 0.0390 0.0413 0.5718 3.6683
H = beklenen heterozigotluk, PIC = polimorfizm bilgi icerigi, EMR = Etkili multipleks
orani, H.av = ortalama heterozigotluk, MI= marker indeksi, D= Ayirt edici gii¢, R=
¢0zme gulctl.

Beklenen heterozigotluk en diisiik 0.31 (CAAT21) ve en yiiksek 0.50 (CAAT3)
olarak belirlendi. (Cizelge 4.2). Ortalama olarak, beklenen heterozigotluk 0.45 idi ve
CAAT21, CAAT6 ve CAATI en disiik degerleri sergiledi. Isaretleyici
bilgilendiriciliginin bir gostergesi olan polimorfizm bilgi icerigi (PIC), 0.26 (CAAT21)
ile 0.37 (CAAT3) arasinda degismekte olup, ortalama 0.35'dir. PIC'ye dayali en
bilgilendirici markirlar CAAT2, CAAT3 ve CAATS idi. Etkili multipleks oran1 (EMR)
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1.00 CAATTI ile 10.35 (CAATO6) arasinda degismektedir. Buna karsilik, marker indeksi
(MI) degerleri genellikle 0.003 (CAAT21) ile 0.39 (CAAT1) arasinda bir aralikta
diisiiktii. Ayirt edici giic ve ortalama heterozigotluk gibi diger dl¢iimler de sirastyla 0.30
ila 0.70 ve 0.0003 ile 0.386 arasinda diisiik araliklar gosterdi. Markirlarin ¢ézme giicli
onemli 6l¢iide degismistir ve CAATS (8.13) en yiiksek degeri gostermistir.

4.2. Genetik Benzerlik Analizi

Genetik benzerlik analizi, organizmalarin birbirine ne kadar yakin oldugunu dlger.
CAAT Box Derived Polimorfizm (CBDP) molekiiler markirlar1 ile taranan Nerium
oleander ornekleri i¢in olusturulan benzerlik matrisi, tiim genotiplerde 0.38 ile 0.96
arasinda degismistir. Genetik benzerlik ne kadar yliksekse, genotiplerin yakindan iligkili
oldugunu gosterir. Genotipler arasindaki genetik benzerligin diisiik olmasi, genotiplerin
uzak akraba oldugunu gdstermektedir.

Nerium oleander’inin genetik benzerlikleri incelendiginde, 25-Menderes, 26
Selcuk Ahmetbeyli, 28-Giizelbahge, 44-Mersin Girisi, 45-Mersin Girisi, 47-Akdeniz, 58-
Hatay ve 78-Kemer genotiplerinin birbirleri ile ¢ok yakindan iligkili oldugu goriilmiistiir.
Bu genotiplerin genetik benzerligi 0.92'dir. Filogenetik agacta, bu genotipler benzer
olduklarini gésteren bir araya getirilmistir. 94-Aydin ve 42-Balikesir genotiplerinin g 0.38
benzerlik indeksi ile genetik olarak birbirlerinden uzak olduklar1 goriilmektedir.

Benzerlik matrisinden elde edilen filogenetik agac, N. oleander genotiplerini 10 ana
kiimeye aymrmistir (Sekil 4.2). Bu genotipler ilk olarak ii¢ ana kiime halinde
kiimelenmistir. Kiime A bes genotip icermektedir. Ege bolgesinden 2-Dikili, 15-
Karsiyaka ve 17-Torbali olmak iizere ii¢ genotip. Ayni kiimede Dogu Akdeniz y6resinden
51-Erdemli ve 56-Anamur genotipleri bulunmustur.

B kiimesi, toplam 66 genotip ile en biiyiik kiimedir. Bu kiime, alt kiime B1 ve alt
kiime B2 olmak flizere 2 alt kiimeye ayrilmistir. B1 alt kiimesinde Dogu Akdeniz
yoresinden ikisi (53-Erdemli ve 55-Anamur) olmak iizere 12 genotip, Ege’nden 6-
Bergama, 20-Tire, 7- Kinik, 10- Aliaga, 21-Tire, 42- Balikesir, 16- Karsiyaka, 24- Torball,
13- Eski Foga ve 28- Seferihisar genotipi yer almistir. B2 kiimesi ayrica 6 alt kiimeye
boliinmiistiir. B2.1 ve B2.2 alt kiimeleri, B2 alt kiimesi i¢cindeki baslica alt kiimelerdir.
Alt kiime B2.1, 8 genotip ve alt kiime B2.2'de yer alan kalan genotipleri igeriyordu.

C kiimesi 30 genotip icermekte ve bu kiime C1 ve C2 olmak iizere iki kiiciik
kiimeye boliinmiistiir. Alt kiime C2 ayrica iki kii¢iik kiimeye ayrilmistir: C2a ve C2b. Alt
kiime C1'in sadece 8 genotipi vardi ve kalan 22 genotip, alt kiime C2'de kiimelenmistir.

CBDP genellikle ¢ogu genotipi cografi kokenlerine gore kiimelemistir.
Dendrogram ayrica, dogal bolgelerden toplanan Nerium oleander inin agirlikli olarak
B2.2.2.2b kiimesinde bir araya geldigini ve farkli gruplar olusturdugunu ortaya
koymaktadir. Buna karsilik, toplanan antropojenik bolgelerden gelen genotipler daha
fazla genetik degiskenlik sergilemekte ve bu da uyumlu kiimelenme ile sonuc¢lanmistir.
Dogal genotipler cogunlukla dendrogramda bir araya toplanmis olsa da, farkli cografi
bolgelerden dogal genotiplerin karigimi olmustur. Ege’nden 38- Adiyaman ve 41-Manisa
ve Dogu Akdeniz’den 60-Adana - Kozan ve 61-Adana - Kozan genotipleri ortalama 0.72
genetik benzerlik ile birlikte kiimelenmistir. Ege’nden 40-izmir, Dogu Akdeniz’den 63-
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Dogu Akdeniz - Giilnar ve Bati1 Akdeniz’den 94-Aydin genotipleri birlikte kiimelenmistir.
Ancak Ege’nden gelen 33- Canakkale, 35-Balikesir - Edremit, 36- Balikesir ve 37-Balikesir
gibi genotipler B2.2.2a kiimesi i¢inde toplanmaistir.

1-Dikili
——— 25-Torbali

L——— 30-Konyaalti
65-Konyaalti
#1-Konyaalti
79-Konyaalti

90-Mugla - Dalyan
91-Denizli - Pamukkale

66-Konyaalti
Cc2b 75.5-Kumi
82-Korkuteli
30-Cesme

3-Dikili
e
c2 11-Aliaga

22-Kiraz

18-Tire
’_i E 26-Menderes
C C2a 27-Selcuk
29-Guzelbahce

[ Statay

78-Kemer

c1

47-Akdeniz
46-Akdeniz
48-Yenisehir

49-Yenisehir
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Sekil 0.2. CBDP molekiiler markirlarina dayali Komsu-birlestirme (Neighbor-
joining) analizinden elde edilen 101 N. oleander genotipinin dendrogrami (kirmiziyla
gosterilen genotipler dogal N. oleander'dir)
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4.3. CEAP Analizi

Nerium oleander'in genetik cesitliligini degerlendirmek i¢in on adet Cis-element
Amplified Polymorphism (CEAP) molekiiler markir primeri kullanilmistir. CEAP i¢in
rastgele secilmis DNA 6rnekleri ile 10 primerin tiimiiniin ilk analizi skor edilebilir bantlar
tiretmistir. Daha sonra bu primerler kullanilarak Tiirkiye'nin farkli bolgelerinden alinan
101 6rnek degerlendirilmistir.

CEAP molekiiler markirlarinin 10 primerinden 9'u polimorfizm gosterdi. Primerler
toplam 103 bant iiretti. En yiiksek amplifiye bant sayisi, toplam 15 bant ile ACGTG25'in
primerinde goézlenmistir. En diisliik amplifiye bant say1si, toplam bant sayis1 4 olan primer
TGAC22'de gozlenmistir (Cizelge 4.3). Lokus bagina ortalama amplifiye bant sayis1 10
olmustur.

Toplam polimorfik bant sayis1 83 olup, %80.58 polimorfizmi temsil etmektedir.
Primer ACGTG25, 15 bandin 14'linde (%93.3) polimorfik bantlar ile en yiiksek
polimorfik bant sayisin tiretmistir. Primer ACGTGS 9 banttan 5'1 (%55.6) polimorfizm
ile en diisiik polimorfik primeri temsil etmektedir. Lokus basina amplifiye edilen ortalama
polimorfik bant sayist 8.3 olmustur. Primer TGAC22, herhangi bir polimorfik bant
tiretmedigi i¢in monomorfiktir..
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Sekil 0.3. CCGAS CEAP Primeri kullanilarak N. oleander genotiplerinin DNA
amplifikasyonu 6rnegi
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Cizelge 0.3. Kullanilan CEAP primerleri, toplam band sayisi (TBS), Polimorfik band
sayis1 (PBS) ve ylizde Ppolimorfizm oranlari.

Say1 Primer Kodu TBS PBS Polimorfizm (%)
1 ACGTGS 9 5 55.56
2 ACGTGI18 13 12 92.31
3 ACGTG25 15 14 93.33
4 CCGAS 14 13 92.86
5 CCGA6 11 11 100.00
6 TATCC2 10 7 70.00
7 TATCCS 6 4 66.67
8 TGAC2 8 5 62.50
9 TGACS 13 12 92.31
10 TGAC22 4 0 0.00
Toplam/ortalama 103 83 80.58

Beklenen heterozigotluk degerleri, 0 (TGAC22) ile 0.50 (CCGAG6) arasinda
uzanan ve ortalama 0.38 olan dar bir aralik sergiledi. Beklenen en diisiik heterozigotluk
TGAC22 ve TGACS markirlar i¢in gézlendi. Polimorfizm bilgi icerigi (PIC) degerleri 0
(TGAC22)ile 0.37 (CCGAO6) arasinda degismekte olup, ortalama 0.30'dir. En yiiksek PIC
degerleri CCGAS, CCGA6 ve ACGTG2S primerleri ile iligkilendirildi. Efektif multipleks
orani (EMR), ortalama 6,8 ile 4,0 (TGAC22) ile 8,6 (ACGTG25) arasinda degisen
nispeten yiiksek degerler sergiledi. Tersine, marker indeks (MI) degerleri diisiiktii ve 0.0
(TGAC22) ile 0.0042 (ACGTGI18) arasinda degisiyordu. Ayirt edici giic ve ortalama
heterozigotluk, sirasiyla 0 ile 0.80 ve 0 ile 0.0008 arasinda degisen en diisiik degerleri
gosterdi. Coziimleme giicii degerleri 0 (TGAC22) ile 6.64 (ACGTG25) arasinda
degismistir.
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Cizelge 0.4. CEAP primerlerinin isaretleyici verimlilik parametreleri.

Primer Kodu H PIC EMR H.av Ml D R

ACGTGS 0.3789  0.3071  6.7143 0.0006  0.0040 0.4437 09714
ACGTGI8 0.4783  0.3639  7.8551 0.0005  0.0042  0.6352  3.0725
ACGTG@G25 0.4891 0.3695  8.6071 0.0004  0.0033  0.6709  6.6429
CCGAS 0.4954  0.3727  6.3298 0.0004  0.0024 0.7958  2.4043
CCGA6 0.4959  0.3729  6.0000 0.0006  0.0036  0.7028  3.7368
TATCC2 0.4226  0.3333  6.9667 0.0005  0.0033  0.5149  3.5333
TATCCS 0.4162  0.3296  4.2283 0.0008  0.0032  0.5038 1.8478
TGAC2 0.3410  0.2829  6.2556 0.0005  0.0030 0.3888  1.5333
TGACS 0.2848  0.2443 10.7640  0.0002  0.0026 0.3145 4.0449
TGAC22 0.0000  0.0000  4.0000 0.0000  0.0000  0.0000  0.0000

Ortalama 0.3802 0.2976 6.7721 0.0004 0.0030 0.4970 2.7787

H = beklenen heterozigotluk, PIC = polimorfizm bilgi icerigi, EMR = Etkili multipleks
orani, H.av = ortalama heterozigotluk, MI= marker indeksi, D= Ayirt edici gii¢, R=¢dzme
glcu.

4.4. Genetik Benzerlik Analizi

Cis-element Amplified Polymorphism (CEAP) molekiiler markirlar1 ile taranan
Nerium oleander ornekleri i¢in benzerlik matrisi tiim genotiplerde 0.47 ila 0.97 arasinda
degismistir.

Nerium oleander'in genetik benzerlikleri, Ege’nden 7-A7-Dikili ve 5-AS-Dikili
genotiplerinin birbirleriyle yakindan iligkili oldugunu gostermistir. Bu genotiplerin
genetik benzerligi 0.97'dir. Filogenetik agagta bu genotipler birlikte kiimelenerek benzer
olduklarin1 gostermistir. Bati Akdeniz’den 96-D4 Mugla Dalyan ve Ege’nden 9-A9
Aliaga genotiplerinin uzak iliski oldugu belirlenmistir. Genetik benzerlikleri 0.38 idi.

Benzerlik matrisinden elde edilen filogenetik agac, N. oleander genotiplerini 10 ana
kiimeye aywrmistir (Sekil 4.4). Bu genotipler ilk olarak ii¢c ana kiime halinde
kiimelenmistir. Kiime A bes alt kiime iceriyordu. Kiime A, 79 numune ile en biiyiik
kiimeydi. Bu kiime iki alt kiimeye ayrilmistir (A1 kiimesi ve A2 kiimesi). A1 kiimesinde
6's1 Bat1 Akdeniz yoresine ait olmak tlizere toplam 11 genotip (64-Gazipasa, 72-Demre,
73-Demre, 68-Konyaalti, 75-Finike ve 74-Demre) bulunmaktadir. Bir genotip Dogu
Akdeniz’den (55-Anamur) alinmistir. Kalan 4 genotip ise Izmir ydresindendi (14-Eski
Foca, 16-Karstyaka, 20-Tire ve 21-Tire).

A2 Kiimesi ayrica iki alt kiimeye (A2.1 ve A2.2) ayrilmistir. A2.1 alt kiimesi en
fazla genotipe sahipken, A2.2 alt kiimesi 13 genotipe sahipti ve bunlarin tiimii Ege
bolgesindendir. Kiime B ve Kiime C'nin her ikisi de Ege bolgesinden olmak lizere 3
genotipe sahiptir. 11-Aliaga, 12-Aliaga ve 13-Eski Foca genotipleri B
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Sekil 0.4. CEAP molekiiler markirlarina dayali Komsu-birlestirme (Neighbor-
joining) analizinden elde edilen 85 N. oleander genotipinin dendrogrami (kirmiziyla
gosterilen genotipler dogal N. oleander'dir)

kiimesinde kiimelenmistir. 1-Dikili, 2-Dikili ve 10-Aliaga genotipleri ise C
kiimesinde kiimelenmistir.

CEAP molekiiler markiri, benzer cografyadan toplanan genotipleri ayni kiimelere
kiimeleyebilmistir. A2.1.a(i) kiimesinde oldugu gibi bu kiimedeki tiim genotipler Bati
Akdeniz’den toplanmistir. Bu durum A2.2 kiimesi i¢in de gecerlidir ve tiim genotipler
Ege bolgesinden toplanmistir. Diger kiimelerde, farkli konumlardan kiimelenmis
genotipler vardir. Molekiiler markir ayrica dogal N. oleander genotipleri ile antropojenik
genotipler arasinda ayrim yapmaktadir. A2.1.a(ii) genotiplerinin yiizde 50'den fazlasi
dogal ortamlardan toplanan N. oleander dir. Bunlar kii¢iik alt kiimelerde bir araya
toplanmistir. Dogu Akdeniz’den gelen 59-Hatay 61-Adana - Kozan ve 62-Mersin -
Akdeniz genotipleri birlikte kiimelenmistir. Ayn1 sekilde Bati Akdeniz’den gelen 86-
Antalya - Gazipasa, 88-Antalya - Murtici, 89-Antalya — Mugla - Dalyan ve 92-Mugla -
Marmaris genotipleri de birlikte kiimelenmistir. Ege 38-Adiyaman, 36-Balikesir, 41-
Manisa ve 39-Izmir - Foga dogal genotipleri birlikte kiimelenmistir. Dogu Akdeniz’den
60-Adana - Kozan ve Bat1 Akdeniz’den 87-Antalya — Karabiik gibi farkli yerlerden gelen
diger dogal genotipler birlikte kiimelenmistir. Kalan genotipler antropojenik N. oleander
ile birlikte kiimelenmistir.
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4.5. CBDP ve CEAP Birlesik Verileri

CBDP ve CEAP molekiiler markirlar1 i¢in jel skorlar1 birlestirildi ve genetik
verilerin N. oleander'in genetik c¢esitliligi tizerindeki birlesik etkilerini degerlendirmek
icin analiz edildi. Genetik benzerlik 0.34 ile 0.95 arasinda degismektedir. En yiiksek
genetik benzerlik 0.95 olup, en yiiksek genetik benzerlige sahip genotipler 27-Selcuk
Ahmetbeyli ve 26-Menderes, 29-Gilizelbahge ve 26-Menderes, 47-Akdeniz ve 45-Mersin
girig ve 58-Hatay ve 26-Menderes arasinda bulunmustur. En diisiik genetik benzerlik 0.34
ile 94-Aydin ve 12-Aliaga ve 94-Aydin ve 42-Balikesir genotipleri arasinda elde
edilmistir.

Dendrogramda genotipler, komsu-birlestirme kiime analizine dayali olarak 3 (A, B
ve C) kiimeye ayrildi (Sekil 4.5). Birlestirilmis verilere dayanarak, genetik yakinlik ile
yakin yerlerden toplanan genotipler arasinda biraz daha yiiksek bir iliski vardir.

c2.2.2

£2.2

il

Sekil 0.5. CBDP ve CEAP molekiiler markirlarinin birlestirilmis verilerine dayanan
Komsu-birlestirme analizinden elde edilen 101 N. oleander genotipinin dendrogrami
(kirmiz1 renkli genotipler SP1'e aittir)

A kiimesinde tamami1 Ege’nden toplanan 3 genotip (2-Dikili 15-Karsiyaka ve 17-
Torbal1) bulunmaktadir. B kiimesinde, farkli yerlerden toplanan 12 genotip vardir. 2
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genotip (72-Demre ve 77-Kemer) Bati Akdeniz’den, 3 genotip (55-Anamur, 53-Erdenli
ve 56.1-Silifke) ise Dogu Akdeniz’den toplananlardir. Geriye kalan 7 genotip ise Ege'de
toplanan genotiplerdir. C Kiimesi, en fazla genotipe sahip olan en biiyiik kiimedir. Bu
kiimede farkli konumlardan toplanmis 75 genotip bulunmaktadir. Bu kiime 8 kiiciik alt
kiimeye boliinmiistiir (C1, C2, C2.1, C2.2.1, C2.2.2, C2.2.2a ve C2.2.2b). Bu kiimeler
genotipleri kismen toplanma alanlarina gore gruplandirmistir. Alt kiime C2.2.2b en fazla
genotipe sahiptir.

Birlestirilmis verilere dayanarak, toplanan dogal N. oleander genotipleri birlikte
kiimelenmistir. C2.2.2b kiimesi en fazla sayida dogal genotipe sahipti. Bu dogal
genotipler de ¢cogunlukla toplanma alanlarina gore kiimelenmistir. Ege’nden gelen 33-
Canakkale, 35-Balikesir - Edremit, 36-Balikesir ve 37-Balikesir genotipleri birlikte
kiimelenmistir. Ayn1 sekilde Dogu Akdeniz’den alinan 57-Adiyaman, 59-Hatay, 60-
Adana - Kozan ve 61-Adana - Kozan genotipleri de bir arada kiimelenmistir. Ancak Bat1
Akdeniz’den kismen kiimelenmis genotipler i¢in sadece 90-Mugla - Dalya ve 91-Denizli
— Pamukkale, ve 87-Antalya - Karabiik ve 92-Mugla - Marmaris kendi kiimeleri
tizerindeydi. Genel olarak, CBDP ve CEAP molekiiler markirlarinin dendrogram tabanl
birlesik verilerinde dogal ve antropojenik N. oleander arasinda ayrim vardir.

4.6. Popiilasyon Yapis1 Analizi

N. oleander genotipleri, K = 1 - 10 araligindaki genotip alt popiilasyonlarinin
karisimini degerlendirmek icin CBDP ve CEAP molekiiler markirlarinin birlestirilmis
verilerine dayanan STRUCTURE yazilimi (Pritchard vd., 2000) ile yap1 analizine tabi
tutulmustur. En iyi K degerini bulmak icin olusturulan sonuclar Structure Selector
yerlestirildi (Li ve Liu, 2018). Structure Selector kullanilarak hesaplanan optimum kiime
sayist (K) 2 olarak bulunmustur (Sekil 4.6).

Delta K

Delta K
150 200 250 300 350
| | I | |

100
I

50
I

Sekil 0.6: Structure Selector tarafindan tahmin edildigi gibi 1 ila 10 arasinda degisen K-
degerleri alt gruplarinin sayisinin striiktiir tahmini
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Bulunan kiime say1sinin 2 olmasi, genotiplerin 2 alt popiilasyonda gruplandirildig:
anlamina gelir. Bayesian ¢ubuk parselleri, katki modeli ile Bayesian yontemi kullanilarak
olusturulmustur (Sekil 4.7). Bireyleri her bir alt popiilasyona gore gruplandirmak igin,
iyelik olasiliklar1 0.50'den az veya daha biiylik olan genotipler ayn1 gruba konuldu.

101 genotipten 37'si alt poplilasyon 1'e (SP1) atand1 ve bu da %36.6'y1 temsil etti.
Alt popiilasyon 2'de (SP2), genotiplerin %63.4'linili temsil eden 64 genotip bu gruba
atanmistir. SP1'de Bati1 Akdeniz'den toplanan 18 genotip bu gruba atanmistir. 12 genotip
Ege'nden, 7 genotip ise Dogu Akdeniz'den toplanmistir. Ancak, 34 genotip karigim olarak
tanimland1. Bu genotipler, her iki alt popiilasyon i¢in Q degerleri 0,2 ile 0,8 arasinda olan
SP1 ve SP2'den 6nemli genetik katkilara sahipti. Bu karisim genotipleri, Sekil 4.7'de
kirmiz1 (SP1) ve yesil (SP2) segmentlerin karisimini iceren g¢ubuklarla gorsel olarak
temsil edilmektedir ve bu da onlarin karisim kdkenini géstermektedir.

4 A0 4 L] 2 8 1 PO R T ) W@ e 1 7 73 38
R R 1 2 55 3 1 15 59 19 & 2 s 9 1 76 0 8 5 9 7w e N 89 8

Sekil 0.7. CBDP ve CEAP molekiiler markirlarinin birlestirilmis verileri kullanilarak
yapilan Striiktiir analizinden elde edilen 101 N. oleander genotipinin genetik yapilar

SP1'de bu gruba atanan 37 genotipten 19'u dogal N. oleander olup, gruptaki
toplam genotiplerin %51.4'lnii temsil etmektedir. Toplam 26 adet dogal ortam genotipi
toplanmistir ve bunlarin %73.1'1 agirlikli olarak SP1'de yer almaktadir.

SP2'de kalan 64 genotip vardi. Bu alt popiilasyon agirlikli olarak antropojenik N.
oleander tarafindan isgal edildi. Ege’nden toplanan genotipler (29) agirlikli olarak grubu
isgal ederken, bunu Bati1 Akdeniz ve Dogu Akdeniz’den toplanan genotipler izledi. 64
genotipin 57'si (%89.1) antropojenik N. oleander’dir.

Popiilasyon arasindaki farkliliklar1 tahmin etmek icin STRUCTURE'de fiksasyon
indeksi (Fs) hesaplandi. Fg, popiilasyonlar arasindaki genetik farklilagsmanin bir
Olciisiidiir. Bir dizi popiilasyondaki toplam genetik varyasyonun ne kadarinin bu
popiilasyonlar arasindaki farkliliklardan kaynaklandigini soyler. Hesaplanan Fg
degerinde, alt popiilasyon 1'in Fstdegerinin 0.21 ve alt popiilasyon 2'nin Fs; degerinin 0.53
oldugu bulunmustur (Tablo 4.5).
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Cizelge 0.5. Fiksasyon indeksi (Fst), ortalama mesafeler (beklenen heterozigotluk/He) ve
her bir alt popiilasyona atanan genotip sayisi i¢in 101 N. oleander genotipinin striiktiir
sonuglari

Cikarilan Ortalama
Popiilasyon He Genotip sayisi
kiimeler Fit
Alt Popiilasyon
1(SP1) 0.39 0.21 0.24 37
Alt Popiilasyon 2
0.61 0.53 0.14 64
(SP2)

Beklenen heterozigotluk (He), liretilen varsayilan alt popiilasyonlara dayal1 olarak
STRUCTURE'de olgiildii. Beklenen heterozigotluk, bir popiilasyondaki genetik
cesitliligin bir Olcilistidlir. Bir popiilasyon igindeki genetik varyasyon miktarin
degerlendirmek i¢in kullanilir (Harris ve DeGiorgio, 2017). Beklenen He degeri, alt
poplilasyon 1 ve alt popiilasyon 2 i¢in sirasiyla 0.24 ve 0.14 idi (Cizelge 4.5).

4.7. Molekiiler Varyans Analizi (AMOVA)

STRUCTURE tarafindan tanimlanan alt popiilasyonlar, GenAIEX'teki molekiiler
varyans (AMOVA) analizi yoluyla popiilasyonlar arasindaki ve popiilasyonlar i¢indeki
degisiklikleri degerlendirmek icin analiz edildi. AMOVA'ya dayanarak, iki popiilasyon
arasinda hafif bir genetik varyasyon oldugunu ortaya ¢ikmistir. Popiilasyonlar igindeki
genetik farklilik %69 ile biraz daha yiiksektir (Cizelge 4.8).

Cizelge 0.8. Iki alt popiilasyondaki 101 birey i¢in molekiiler varyans analizi

Kaynak s.d SS MS Est. Var. % PhiPT P
Popiilasyon

1 747.83 747.83 15.23 31% 0.31 0.001
Arasinda
Popiilasyon iginde 99  3345.84 33.80 33.80 69%
Toplam 100 4093.663 49.024 100%

s.d. = Serbestlik derecesi, SS=Kareler toplami, MS = Ortalama kareler, Est. Var. = Tahmini
varyans, % = Toplam Varyasyon Yiizdesi, PhiPT=Toplam varyasyona gore Popiilasyonlar
arasindaki varyasyon i¢in Phi (®) katsayisi, P=P degeri

Cizelge 0.6. STRUCTURE tarafindan belirlenen alt popiilasyon 1'e atanan N. Oleander

Genotip Genotip tiirii | Genotip Genotip tiirii
8-Dikili Antropojenik | 65-Konyaalt1 Antropojenik
23-Torbali Antropojenik | 66-Konyaalti Antropojenik
25-Torbali Antropojenik | 75.5-Kumluca Antropojenik
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Cizelge 4.6’nin devamu.

31-Cesme Antropojenik | 79-Konyaalti Antropojenik
32-Karaburun Antropojenik | 80-Konyaalt1 Antropojenik
33-Canakkale Dogal 81-Konyaalt1 Antropojenik
34-Canakkale Dogal 83-Korkuteli Antropojenik
35-Balikesir Edremit Dogal 84-Korkuteli Antropojenik
36-Balikesir Dogal 85.5-Korkuteli Antropojenik
37-Balikesir Dogal 86-Antalya Gazipasa Dogal
39-Izmir Foga Dogal 87-Antalya Karabiik Dogal
40-Izmir Dogal 88-Antalya Murtigi Dogal
52-Erdemli Antropojenik | 89-Mugla Dalyan Dogal
54-Giilnar Antropojenik | 90-Mugla Dalyan Dogal
57-Adiyaman Dogal 91-Denizli Pamukkale Dogal
59-Hatay Dogal 92-Mugla Marmaris Dogal
61-Adana Kozan Dogal 93-Mugla Milas Dogal
62-Mersin Akdeniz Dogal 94-Aydin Golciik kopriisii. Dogal
63-Mersin Giilnar Dogal

Cizelge 0.7. STRUCTURE tarafindan belirlenen alt popiilasyon 2'ye atanan N. oleander

Genotip Genotip tiirii | Genotip Genotip tiirii | Genotip Genotip tiirii
1-Dikili Antropojenik 26-Menderes Antropojenik 56.3-Bozyazi  Antropojenik
2-Dikili Antropojenik 27-Selguk Antropojenik 58- Hatay Dogal
3-Dikili Antropojenik 28-Seferihisar ~ Antropojenik 60- Adana Dogal
Kozan

4-Dikili Antropojenik 29-Giizelbahge  Antropojenik 64-Gazipasa  Antropojenik
5-Dikili Antropojenik 30-Cesme Antropojenik 67-Konyaalti  Antropojenik
6-Bergama Antropojenik 38-Adiyaman  Antropojenik 68-Konyaaltt  Antropojenik
7-Dikili Antropojenik 41-Manisa Dogal 69-Alanya Antropojenik
9-Aliaga Antropojenik 42-Balikesir Dogal 70-Alanya Antropojenik
10-Aliaga Antropojenik z?r_igfersm Antropojenik 71-Demre Antropojenik
11-Aliaga Antropojenik zfr_ll;z -Mersin Antropojenik 72-Demre Antropojenik
12-Aliaga Antropojenik 215;?13 -Mersin Antropojenik 73-Demre Antropojenik
13-Eski Foga  Antropojenik 46-Akdeniz Antropojenik 74-Demre Antropojenik
14-Eski Foga  Antropojenik 47-Akdeniz Antropojenik 75-Finike Antropojenik
15-Karsiyaka  Antropojenik 48-Yenisehir Antropojenik 76-Kumluca  Antropojenik
16-Karsiyaka  Antropojenik 49-Yenisehir Antropojenik 77-Kemer Antropojenik
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Cizelge 4.7’ nin devamu.

17-Torbalt  Antropojenik | 50-Erdemli Girisi ~ Antropojenik | 78-Kemer Antropojenik
18-Tire Antropojenik | 51-Erdemli Antropojenik | 82-Korkuteli Antropojenik
19-Tire Antropojenik | 53-Erdemli Antropojenik | 85-Mugla Antropojenik
20-Tire Antropojenik | 55-Anamur Antropojenik | 85.6-Demre Antropojenik
21-Tire Antropojenik | 56-Anamur Antropojenik 85.7-Antalya Antropojenik
Alanya
22-Kiraz Antropojenik | 56.1-Silifke Antropojenik
24-Torbalt  Antropojenik | 56.2-Bozyazi Antropojenik

4.8. Temel Bilesen Analizi (PCA)

Jel elektroforezi skorlanmis veriler i¢in karmasik veri yapilarindaki temel egilimleri
Ozetlemek icin temel bilesen analizi (PCA) yapildi. PCA, CBDP ve CEAP molekiiler
markirlarinin birlesik verilerine dayanarak hesaplandi. Hesaplanan PCA, 99 ana bilesenin
(PC) genotipler arasindaki degisiklige katkida bulundugunu ortaya koymustur (Tablo
4.9). Olusturulan slope grafigine gore 99 PC arasinda ilk 5 bilesen degisime daha fazla
katkida bulunmustur (Sekil 4.9). Bu bilesenler, genotipler arasindaki toplam
degiskenligin %50'sinden daha biiyiik Eigen degerlerine sahipti. {1k ii¢ bilesen, PC1, PC2
ve PC3, sirasiyla %28,1, %8,1 ve %5,2'lik degerlerle degiskenlige daha fazla katkida
bulunmustur.

Eigenvalue %

Component

Sekil 0.9. CBDP ve CEAP markirlart i¢in birlestirilmis verilere dayali slope grafigi
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izelge 0.8. Ozdegerler ve %Degisim
Cizelg g gis

PC EV %V PC EV %V PC EV %V
1 10.40 28.06 34 0.22 0.59 67 0.06 0.17
2 3.01 8.11 35 0.21 0.56 68 0.06 0.15
3 1.92 5.18 36 0.20 0.54 69 0.05 0.15
4 1.58 4.26 37 0.20 0.53 70 0.05 0.14
5 1.44 3.88 38 0.19 0.51 71 0.05 0.14
6 1.08 291 39 0.18 0.49 72 0.05 0.13
7 0.99 2.66 40 0.18 0.48 73 0.05 0.13
8 0.94 2.54 41 0.17 0.47 74 0.04 0.12
9 0.78 2.11 42 0.16 0.43 75 0.04 0.11
10 0.75 2.03 43 0.15 0.40 76 0.04 0.11
11 0.71 1.92 44 0.15 0.39 77 0.04 0.10
12 0.63 1.70 45 0.14 0.37 78 0.04 0.10
13 0.57 1.54 46 0.14 0.37 79 0.03 0.09
14 0.54 1.47 47 0.13 0.35 80 0.03 0.09
15 0.52 1.42 48 0.13 0.34 81 0.03 0.08
16 0.50 1.34 49 0.12 0.33 82 0.03 0.08
17 0.47 1.27 50 0.12 0.32 83 0.03 0.07
18 0.46 1.24 51 0.12 0.31 84 0.03 0.07
19 0.42 1.14 52 0.11 0.30 85 0.02 0.06
20 0.40 1.09 53 0.11 0.29 86 0.02 0.06
21 0.38 1.04 54 0.10 0.27 87 0.02 0.06
22 0.36 0.97 55 0.10 0.26 88 0.02 0.05
23 0.33 0.90 56 0.09 0.25 89 0.02 0.05
24 0.31 0.84 57 0.09 0.24 920 0.02 0.04
25 0.31 0.84 58 0.09 0.24 91 0.02 0.04
26 0.29 0.79 59 0.09 0.24 92 0.01 0.04
27 0.29 0.78 60 0.08 0.22 93 0.01 0.03
28 0.27 0.73 61 0.08 0.21 94 0.01 0.03
29 0.27 0.72 62 0.08 0.20 95 0.01 0.03
30 0.26 0.70 63 0.07 0.19 96 0.01 0.03
31 0.25 0.68 64 0.07 0.18 97 0.01 0.02
32 0.24 0.65 65 0.07 0.18 98 0.01 0.02
33 0.22 0.60 66 0.06 0.17 929 0.01 0.02

PC = Principal compenent; EV = Eigenvalue; %V = % varyans
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Dagilim grafigi, daha fazla Eigan degerine ve %degisim sahip olan ilk iki PC'ye
(PC1 ve PC2) dayali olarak olusturulmustur (Sekil 4.10). Olusturulan dagilim grafigine
dayanarak, en yiiksek genetik benzerlige sahip N. oleander genotipleri dagilim grafigi
tizerinde bir araya toplanmistir. Daha diistik genetik benzerlige sahip olanlarin dagildigi
goriilmiistiir. Genotiplerin yerlesimine bagli olarak, antropojenik ortamdan toplanan
genotipler bir araya kiimelenmistir. Bu genotipler benzerlik matrisinde yiiksek genetik
benzerlige sahiptir. Dogal ortamlardan toplanan genotiplerin ¢ogu, dagilim grafigi
lizerinde antropojenik ortamdan toplananlarla birlikte kiimelenmemistir.

Component 2

*755
2 9%61 .
*66 055 > o7

35,
T T T T T ¥
-3.0 -25 -2 -15 . -1 08,4 68

-2.0-

Component 1

Sekil 0.10. CBDP ve CEAP markirlarinin 101 N. oleander i¢in birlestirilmis verilerine
dayanan PCA grafigi (Kirmizi isaretli genotipler alt popiilasyon 1'e aittir)
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5. TARTISMA

Nerium oleander Tiirkiye'nin énemli siis bitkilerinden biridir. Bu bitki, bahgecilere
cevre dlizenlemesinde yardimci olmak i¢in farkli sekillerde kullanilmaktadir. Tarimda
bitkisel pestisit olarak kullanilarak verim kayiplarini azaltmaktadir. Ayrica, insanlarin
alternatif ilaglara sahip olmalarina yardimci olmak i¢in geleneksel tipta onlarca yildir
kullanilmaktadir. Farkli aragtirmalar, tiirtin diinyanin farkli bolgelerinde yetistirildigini
bildirmistir. Lazzaro vd. (2018), ispanya ve Fas'tan Arap Yarimadasi'na kadar uzanan bu
bolgede cogu yerli tiir iyi yetistigi i¢in Akdeniz havzasinin N. oleander'in ¢ikis yeri
oldugunu one siiriilmiistiir. Tirkiye'nin Akdeniz havzasinin bir pargasi olmasi, tiiriin
dogdugu yer olarak dahil edilebilir.

Tiirkiye'de N. oleander ticari siis bitkisi olarak kullanilmaktadir N. oleander'in
Tiirkiye’nin yerli tiirlerinden biri oldugu diisiinlilmesine ragmen, bitkinin genetik
cesitliligi bilinmemektedir. Kullanicilarin dogru bitkiyi se¢gmesi ve sadece morfolojik
ozelliklere giivenmesi cesit / genotip belirlemeyi zorlastirmaktadir. Molekiiler markirlar,
tiiriin genetik ¢esitliligini degerlendirmek i¢in kullanilmistir.

5.1. CBDP ve CEAP Molekiiler Markirlarinin Polimorfizmi

Bu ¢alismada, V. oleanderin genetik cesitliligini degerlendirmek ve genotiplerini
tanimlamak i¢in iki molekiiler markir sistemi CAAT Box Derived Polimorfizm (CBDP)
ve Cis-element Amplifiye Polimorfizm (CEAP) kullanilmistir. Bu markirlar daha 6nce
diger bitkilerde genetik ¢esitliligin tanimlanmasi ve degerlendirilmesi i¢in basariyla
kullanilmistir. Bu markirlar, genlerin promotor bolgelerindeki korunmus niikleotid dizi
bolgelerine dayanmaktadir.

CBDP molekiiler degerlendirmesinde, tiretilen toplam bant sayisinin 110 oldugu
ve primer CAAT25'in 17 bant ile en yliksek bant sayisini {irettigi ortaya ¢ikti. Primer
CAAT6 ve CAATS, sirasiyla 14 ve 12 ile en yiiksek sayida polimorfik bant liretmistir.
CBDP'nin primerlerindeki polimorfizm %50 (CAAT21) ile %100 (CAAT6 ve CAATS)
arasinda degigsmektedir. Bu markir tarafindan olusturulan polimorfizm %80.91 idi. Bu
sonuglar, farkli yazarlar tarafindan diger bitki tiirlerinde bulunan sonuglara gore ortalama
degerdedir. Etminan vd. (2018) tarafindan yapilan ¢alisma, makarnalik bugdayda tiim
CBDP primerlerinin %100 polimorfik oldugunu ve toplam bant sayisinin 5 (CBDP-13 ve
CBDP-15) ile 12 (CBDP-1 ile) arasinda degismistir. Singh vd. (2022) tarafindan yapilan
baska bir c¢aligmada, Jamun'daki genetik c¢esitliligi ve popiilasyon yapisini
degerlendirirken [Syzygium kimyon (L.) Skeels], 22 CBDP primerinin %91.17 polimorfik
oldugunu, en yiiksek polimorfik bant sayisinin 15 (CAAT14) ve en diisiik polimorfik bant
sayisinin 3 (CAAT12) oldugu ortaya koyuldu Atia ve vd (2021) tarafindan sekiz
Centaurea tiirii arasinda genetik degiskenligin ve akrabaligin degerlendirilmesi i¢in
yapilan bir arastirmada, CBDP'nin %73,18 polimorfik amplikon iirettigi bulunmustur. Bu
arastirmadan elde edilen polimorfizm, Portis vd. (2004) tarafindan AFLP molekiiler
markirlart (%39,8) ve Lazzaro vd. (2018) tarafindan ISSR molekiiler markirlart
kullanilarak (%66) N. oleander'da bulunan polimorfizmden daha yiiksektir. Bu, CBDP
markirinin N. oleander'da yiiksek polimorfizme sahip oldugunu gostermistir.

Cis-eleman1 ¢ogaltilmis polimorfizm (CEAP) molekiiler markirlari, 101 N
oleander 6rneginin tamaminda 103 bandi ¢ogaltmay1 basarmistir. Toplam 103 banttan
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83'li polimorfikti ve %80.58 polimorfizmi temsil ediyordu. En yliksek bant sayisi (15)
ACGTG25 primerde amplifiye edildi. En diisiik bant sayis1 (4) primer TGAC22'de
amplifiye edildi. Primer ACGTG25 ve CCGAS, sirastyla 14 ve 13 numarali polimorfik
bantlar1 iiretti. Primer ACGTG25 en fazla polimorfik bant sayisina sahipti ve primer
TGAC22'de polimorfik bant yoktu. Bu calismadaki sonuglar, CEAP'in polimorfizm
iiretme yetenegine sahip oldugunu gostermektedir. Diger caligmalar da benzer sonuglar
gostermektedir. Zhelyazkova vd. (2024) tarafindan yapilan calismada, giiliin genetik
cesitliligi degerlendirilirken, 4 ila 17 arasinda degisen polimorfik bant sayisi ile %82,1
polimorfizm ile sonuglanmistir. Chen vd. (2022) CEAP molekiiler markirlarindaki
polimorfizmin, 4 ila 13 arasinda degisen polimorfik bantlarla 96.11 oldugunu bulmustur.
Sun vd. (2024) en diisiik polimorfizmi 63,9 polimorfizm ve 5 ila 17 arasinda degisen
polimorfik bantlarla seker pancarinda (Beta vulgaris L.) bulmustur.

5.2. CBDP ve CEAP Molekiiler Markirlarimin Etkinligi

N. oleander'in genotiplerinin dogru bir sekilde belirlenmesinde molekiiler
markirlarin etkinligini degerlendirmek igin genetik cesitlilik ve markir performans
parametreleri hesaplanmistir. Bu parametreler beklenen heterozigotluk (H), polimorfizm
bilgi igerigi (PIC), efektif multipleks orant (EMR), markir indeksi (MI), ortalama
heterozigotluk (Hav), ayirt etme giici (D) ve ¢ozme giicii (R) idi. Bu parametreler,
markirlarin ~ farkli  genotipler arasinda ayrim yapma yeteneginin nicel bir
degerlendirmesini saglar.

Bu calismada, genetik ve markir performans parametrelerine dayanarak, hem
CBDP hem de CEAP molekiiler markirlarinin N. oleander'n genetik ¢esitliligini
belirlemede ve gostermede etkili oldugunu dogrulamaktadir. Her iki markir da etkili
olmasma ragmen, CBDP molekiiler markirlar1t CEAP molekiiler markirlarindan daha
etkiliydi. CBDP molekiilerinin ortalama H'si 0.45, PIC'i 0.35, EMR'si 6.45, Hav't 0.0,
MTI's1 0.041, D 0.57 ve Rp'si 3.67 idi. Bu parametreler, EMR disindaki CEAP molekiiler
markirlarinda bulunanlardan daha yiiksekti. CEAP molekiiler H'de 0.3802, PIC'de 0.30,
EMR'de 6.7721, Hav'da 0.0004, MI'da 0.003, D'de 0.50 ve Rp'de 2.78 bulundu.
Molekiiler markirlarin etkinligini degerlendirmek i¢in en 6nemli parametreler Rp, MI ve

PIC'dir.

PIC, polimorfizmi tespit etmede bir isaretleyicinin bilgilendiriciligini O6lger
(Roldan-Ruiz ve digerleri, 2000). Daha yiiksek bir PIC degeri, markirin oldukca
polimorfik oldugunu ve dolayisiyla farkli genotipler arasinda ayrim yapmada daha etkili
oldugunu gosterir. Bu ¢alismada, CBDP i¢in PIC CEAP'den daha yiiksekti. Bu sonug,
Chen vdanin (2022) mangonun (Mangifera indica L.) genetik ¢esitliligini
degerlendirdikleri caligmayla tezat olusturmaktadir. CEAP i¢in ortalama PIC degerinin
(0,47) CBDP'den (0,42) daha yiiksek oldugunu bulmuslardir. CBDP molekiiler markirlar
icin PIC, CBDP molekiiler markirlar1 i¢in PIC, Etminan vd. (2018) tarafindan durum
bugdayinda 0,31 ve Puneeth vd. (2022) tarafindan bamyada (4belmoschus esculentus (L.)
Moench) 0,28 olarak bulunan calismalardan daha yiiksektir. Wang vd (2024),
Zhelyazkova vd (2024) ve Sun vd'nin (2024) ¢alismalarinda kirmizi pancarda 0,67, giilde
0,56 ve seker pancarinda (Beta vulgaris L.) 0,82 olan PIC degerleri bu ¢calismadakinden
daha yiiksektir. Portis vd. (2004) N. oleander genotiplerini ortalama 0,29 PIC ile
degerlendirebilmistir. PIC degeri 0,3'iin lizerinde olan CBDP ve CEAP markirlari ile V.
oleander'da polimorfizmi tespit etmek icin yiiksek bir yetenek sergilemistir.
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Markir Indeksi (MI), genotip igindeki genetik degisimi belirlemede bir markirin
bilgilendiriciligini ve etkinligini degerlendirir. Tespit edilen polimorfik lokuslarin sayisini
yansitan efektif multipleks orani1 (E) ve ortalama heterozigotlugu (Hvp), bu da genetik
cesitlilik seviyesini gosterir. Bu ¢alismada, ortalama MI'nin 0.0413, CEAP'deki
0.0030'luk MI'dan daha yiiksekti. Chen vd. (2022) caligmalarinda ayrica CBDP igin
MI'nin CEAP'den daha yiiksek oldugunu bulmuslardir. Bu ¢alismada CBDP i¢in MI,
Etminan vd. (2018) ve Puneeth vd. (2022) tarafindan yapilan diger ¢alismalardan olan
2,63 ve 2,40 sirasiyla daha diisiiktiir. Bu ¢alismada CBDP i¢in MI, Atia (2021)
calismasindakinden daha yiiksekti. Bu ¢alismadaki MI CEAP molekiiler markir1 de
Zhelyazkova vd. (2024) belirttiginden daha diisiiktii. Bu ¢alismadaki her iki molekiiler
markir da Portis vd.nin (2004) N. oleander genotiplerini degerlendirmek i¢in kullandig1
AFLP molekiiler markirlarindan daha diisiik MI degerine sahiptir.

Coziimleme giicti (Rp), markirin ¢cok benzer genotipler arasinda ayrim yapma
yetenegini degerlendirir. Bir markirin bir popiilasyon i¢indeki bireyler veya cesitler
arasinda nasil ayrim yapabileceginin bir dl¢ilistidiir (Prevost ve Wilkinson, 1999). Bu
calismada, CBDP molekiiler markirinda ortalama Rp, CEAP'den daha yiiksekti. Ortalama
Rp : CBDP'de 2,3 ila 8,1 araliginda ortalama 3,7 iken, CEAP'ta 1,5 ila 6,6 araliginda ve
ortalama 2,7787 idi. Bu arastirmadaki Rp, Chen vd. (2022) tarafindan yapilan ¢alismanin
aksine, CEAP molekiiler markir1 igin Rp'nin CBDP molekiiler markirindan daha yiiksek
oldugunu gostermislerdir. Genel olarak, bu calismada hem CBDP hem de CEAP
molekiiler markirlari i¢in Rp degerleri diger calismalardan daha diisiiktii (Atia vd., 2021;
Etminan vd., 2018; A. Singh vd., 2022; Zhelyazkova vd., 2024).

5.3. Genetik Benzerlik

Bu calismada N. oleander igin ikili benzerlik matrisi, CBDP molekiiler markirlar
icin 0.38 ila 0.96, CEAP molekiiler markirlari i¢in 0.47 ila 0.97 arasinda, ve CBDP ve
CEAP molekiiler markirlarinin birlesik verileri i¢in 0.34 ila 0.95 arasinda degistigini
gostermigstir. Bu, genis bir genetik cesitlilik yelpazesi oldugunu gosterdi. N. oleander
Tiirkiye'de ii¢ konumdan toplanmistir. Ayrica Portis vd. (2004) N. oleander AFLP
molekiiler markirlarimi kullanarak genis bir genetik ¢esitlilik yelpazesi bildirilmistir.
Calismalarindaki genetik benzerlik 0.45 ile 0.97 arasinda degismektedir. Teorik olarak,
farkli ortamlardan toplanan genotiplerin farkli genetik benzerliklere sahip oldugu
varsayilmaktadir, Skroch vd. (1998) toplama yerinin genotip benzerligini tam olarak
ongormedigini gozlemlenmistir. Bu ¢alismada, Ege’nden 26-Menderes, 27-Selguk ve 29-
Giizelbahge genotipleri, CBDP molekiiler markirina dayali olarak Dogu Akdeniz (44-
Mersin giris, 45-Mersin giris, 47-Akdenizve 58-Hatay) ve Bati Akdeniz (78-Kemer)
genotipleri ile ayn1 genetik benzerlige sahipti. CBDP ve CEAP molekiiler markirlar1 igin
birlestirilmis veriler benzer modeller gosterdi. Ege’nden gelen 26-Menderes, 27-Selguk,
29-Giilzelbahge genotipleri, Mersin'deki genotiplerle ayn1 genetik benzerlige sahipti (47-
Akdeniz, 45-Mersin giris ve 58-Hatay). CBDP molekiiler markirma gore en diisiik
genetik benzerlik 94-Aydin ve 42-Balikesir'dir. Ayrica 89-Mugla-Dayla ve 9-Aliaga ve
94-Aydin, 12-Aliaga ve 42-Balikesir genotiplerinde de gozlenmistir. Cogu genotip (42-
Balikesir, 89-Mugla ve 94-Aydin) dogal olmasina ragmen N. oleander 12-Aliaga
genotipleri disinda genetik olarak benzer degildirler. Bunun nedeni, diger 6rneklerin
farkli tireme biyolojisine ve genetik yapiya sahip olma egiliminde olmasi olabilir (Skroch
vd., 1998).
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Neighbor-joining kiime analizine dayali olarak, CBDP ve CEAP molekiiler
markirlart ve CBDP ile CEAP'in birlesik verileri N. oleander 3 kiime halinde
gruplandirilmistir. Tiim dendrogramlarda genotiplerin kiimelenme paterni farkliydi. Bu
farkliliklar, genomdaki molekiiler markirlarin hedeflenmesine baglanabilir. Bu markirlar
genlerin promotdr sekanslarindaki korunmus boélgelerini hedeflese de, CBDP bitki
promotorlerinin spesifik CAAT kutularini hedeflerken (Singh vd., 2014), CEAP
molekiiler markirlart ¢ok ¢esitli cis elementlerini hedefler: AAAG, ACGTG, CCGA,
ACTCAT, GGTCA, TATCC, TGAC ve GATAA (Chen, He, Zhang, et al., 2022). Bu
farkliliklar, CBDP ve CEAP kullanildiginda yapilan diger ¢aligmalarda gozlenmistir.
Chen vd. (2022) mangonun genetik ¢esitliligini degerlendirme ¢alismalarinda (Mangifera
indica) CBDP ve CEAP ve diger molekiiler markirlari kullanarak farkliliklar gézlemledi
ve bunun molekiiler markirlarin hedefindeki farkliliklardan kaynaklandigi sonucuna
vardi. Diger ¢alismalar, ayni genotipin iki veya daha fazla farkli markir kullanilarak
tarandig1 benzer sonuglar gostermistir (Puneeth vd., 2022; Sharma vd., 2023; Shekhawat
vd., 2018). Buna dayanarak, tek bir markir testinin kullanilmasinin, N. oleander genetik
iligkileri degerlendirmek i¢in giivenilmez bir yontem sagladigini géstermektedir. Bunun
nedeni, tek igaretli bir testin belirli genotiplerin genetik baglantilarin1 dogru bir sekilde
gosterebilmesidir, ancak tiim genotipler arasindaki genetik iliskileri tutarli bir sekilde
temsil edemeyebilir (Chen vd., 2022). Bunun yani sira, her 3 dendrogram da tiim N.
oleander genotiplerinin toplama yerine gore kiimelenmedigini gostermistir. Dogal
ortamlardan toplanan N. oleander, farkl1 yerlerden toplanmalarina ragmen dendrogram
tizerinde birlikte kiimelenmistir. Bu durum c¢igek renginin morfolojik 6zellikleri ile
iligkilidir. Dogal ortamlardan toplanan N. oleander genotiplerinin ¢ogu pembe ¢icek
rengine sahiptir. Bu da genetik olarak birbirlerine daha yakin olduklarini géstermektedir.
Diger genotipler antropojeniktir ve farkl ¢igek renklerine sahiptirler.

5.4. N. oleander'in Popiilasyon Yapisi

Structure analizi, genotiplerin 2 alt popiilasyona ayrildigini ortaya koymustur
(Sekil 4.7). STRUCTURE analizi ile 2 farkli kiimenin (K=2) tanimlanmasi, M.
oleanderin Tiirkiye'nin bolgeleri arasinda 6nemli bir popiilasyon yapilanmas1 oldugunu
giiclii bir sekilde gostermektedir. Genotiplerin kiimelenmesi cografi konuma dayali
degildi. Her ii¢ cografi konumdan da genotipler her iki alt popiilasyonda da bulundu. 26
dogal N. oleander’dan 19'u, toplanan toplam dogal N. oleander’un %73'linii temsil eden
alt poptilasyon 1'de kiimelenmistir. Bu genotipler, 1. alt populasyondaki toplam
genotiplerin %51.4'lni olusturmustur. Alt popiilasyon 2, cogunlukla antropojenik olan N.
oleander genotiplerini olusturmustur. Alt popiilasyon 1'in dogal N. oleander genotipleri
ve alt popiilasyon 2'nin antropojenik N. oleander genotipleri ile agik iligkisi, bu
genotiplerin genetik olarak farkli oldugunu géstermektedir. Bu farklilagsma, iireticilerin
bunlart ticari amaglarla kullanmalar1 ve ¢igek rengi, boyutu gibi belirli 6zelliklere gore
segmeleri nedeniyle antropojenik genotiplerin  se¢ciminden biiyilk olasilikla
etkilenmektedir.

Ayrica, N. oleander genotiplerinde hem SP1 hem de SP2 i¢in birka¢ karisim
bulunmaktadir. Bu katki maddelerinin varligi, SP1 ve SP2 genotipleri arasinda gen
akisinin meydana geldigini gostermektedir (Puneeth vd., 2022). Bu karisimlar, farkl
genetik gegmislerden istenen ozellikleri bir araya getirmek isteyen cift¢ilerin yetistirme
programlarinda kasithh olarak melezleme yapmasi, germplazma degisimi ile
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kolaylastirilan gen akist ve ¢evrede dogal olarak meydana gelen capraz tozlasma gibi
cesitli faktorlerden kaynaklanabilir.

Kiimeleme analizi ve temel bilesen analizi (PCA) dagilim grafigi, PCA analizinde
elde edilene benzer sonuglar vermistir. PCA analizinde, N. oleander alt popiilasyon 1 ve
alt popiilasyon 2'de farkl: sekilde kiimelenmistir. Fiksasyon indeksi (Fst) SP1 i¢in 0.2113
ve SP2 i¢in 0.5331 idi. Fst'nin 0 ile 0,05 araliginda olmasi az genetik farklilasmay1; 0,05
ile 0,15 arasinda olmasi orta diizeyde farklilagmayt; 0,15 ile 0,25 arasinda olmasi biiyiik
farklilasmay1; 0,25'in {lizerindeki degerler ise ¢ok biiyiik genetik farklilagsmay1 gosterir
(Balloux & Lugon-Moulin, 2002; Wright, 1978). Bu c¢alismada, Fst degerleri alt
popiilasyonl'de genetik farklilasmanin alt popiilasyon 2'nden daha yiiksek oldugunu
gostermektedir. Ayni alt popiilasyondaki bireyler arasinda beklenen heterozigotluk (He)
SP1 ve SP2 i¢in sirasiyla 0.24 ve 0.14 idi. Beklenen heterozigotluk, popiilasyon i¢indeki
genetik cesitliligi Olger. Sonuglar, SP1'deki He'nin SP2'den daha yiiksek oldugunu
gostermektedir, bu da SP1'deki genetik ¢esitliligin SP2'den daha yiiksek oldugu anlamina
gelir. Bu bulgu, Mateu-Andrés vd. (2015) tarafindan elde edilen ve Akdeniz havzasindaki
dogal N. oleander genotiplerinin hem popiilasyonlar arasinda hem de popiilasyonlar
icinde yiliksek homojenlige sahip oldugunu gosteren sonuglarla ¢elismektedir.

Bu calismada N. oleander alt popiilasyonlar: arasindaki farkliliklara ragmen,
AMOVA analizi 6rneklenen genotiplerdeki farkliliklarin genotipler i¢inde bulundugunu
gostermektedir. Popiilasyon i¢inde %69 degiskenlik goriiliirken, alt popiilasyonlar
arasinda %31 varyasyon gorilmistiir. Bu, Lazzaro vd.’nin (2018) popiilasyonlar arasi
varyasyonlar1 %14,78 ve poplilasyonlar i¢indekini %385,22 olarak belirten bulgulariyla
celismektedir; ancak aragtirmalart  antropojenik  N. oleander  genotiplerine
odaklanmaktadir.

Zit genetik farklilasma diizeyleri (Fst) ve beklenen heterozigotluk (He)'nin alt
popiilasyonlari arasinda gozlemlenen Nerium oleander bu ¢alismada gen akisinin (Nm)
genetik ¢esitlilik ve popiilasyon yapist lizerindeki etkisini vurgulamaktadir. Ayrica habitat
tiirii ve cografi kokenin etkisi hakkinda degerli bilgiler saglar. Fst degerlerini kullanarak,
gen akist (Nm) Wright'in tahminleri kullanilarak tahmin edilebilir (Slatkin, 1985). Yiiksek
genetik c¢esitlilik (He) ve diisiik Fst, SP1'deki gen akisinin yiiksek oldugu anlamina gelir.
Bu, popiilasyonlarin agik ve baglantili habitatlar, aktif tozlayici aglar ve etkili tohum
dagitma mekanizmalar1 nedeniyle daha yiiksek gen akisi yasama egiliminde oldugu
bireylerinin dogal kdkenine baglanabilir. Bu alt popiilasyondaki bireyler farkli cografi
konumlardan gelse de dogal ortamlar1 ¢esitliligi koruyarak genetik aligverisi tesvik eder.
Bu dogal N. oleander genotipleri muhtemelen gen akisinin zaman i¢inde devam ettigi ve
daha diistik genetik farklilasmaya neden olan tarihsel olarak baglantili popiilasyonlarin
kalintilarin1 temsil etmektedir. Bu varsayim, N. oleander'in koken olarak Akdeniz
bolgesinden geldigi gergegine dayanmaktadir (Lazzaro vd., 2018) ve tarihsel olaylar,
yalnizca mevcut cografi mesafelere dayali olarak beklenen modellerden sapmalara neden
olabilir (Bohonak, 1999).

SP2'de Fst daha yiiksektir ve genetik cesitlilik (He) daha diistiktiir ve antropojenik
olan cogu genotipi igerir. Tahminlere dayanarak, gen akisi (Nm) bu alt popiilasyondan
daha diisiiktiir. N. oleander antropojenik kdkeni gen akigina zorluklar sunar. Farkli cografi
konumlardan elde edilmesine ragmen, segilen bireylerden kesimler veya tohumlar ekme
gibi insan aracili yayilmaya gilivenmek, genetik degiskenligi simirlar. Ek olarak,
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antropojenik habitatlar, habitat parcalanmasi, kentlesme ve diger cevresel engeller
nedeniyle genellikle tozlayicilarin ve tohum dagiticilarin hareketini kisitlar (Quintero vd.,
2010; Vanbergen, 2014; Winfree vd., 2011). Secici dikim uygulamalari, belirli genotipleri
de destekleyebilir ve bu popiilasyonlardaki genetik ¢esitliligi daha da azaltabilir. SP2'deki
genetik cesitliligin azalmasimin bir baska nedeni de kurucu etkisi olabilir. Kiigiik N.
oleander genotip gruplar1 yabani veya kiiltiir kaynaklarindan alimmis ve yeni
popiilasyonlar olusturarak darbogaz etkilerine neden olmustur. Darbogaz, orijinal
popiilasyona kiyasla gen havuzunu azaltir (Davinack, 2014). Bu faktorler daha yiiksek
genetik farklilasmaya ve daha diisiik cesitlilige katkida bulunabilir..

Bu calismadaki bulgular Tiirkiye'de N. oleander’in dogru secilmesine yardimci
olacaktir. Ayn1 zamanda genotiplerin genetik ¢esitliliginin korunmasma da yardimeci
olacaktir. N. oleander O6nemli bir bitkidir ve iilke ekonomisine katkida bulunma
potansiyeline sahiptir. Tiirkiye'de N. oleander’in genetik cesitliligine dair bir rapor
bulunmamaktadir. Tiirkiye'de N. oleander'in cesitliligi ile ilgili daha 6nceki raporlar
morfolojik Ozelliklere odaklanmistir. Bu calisma, Tiirkiye'nin genotiplerinde genetik
cesitlilik oldugunu ortaya koymustur. Sonuglar 1slah programlarinda {istiin olan bitkilerin
korunmalarin1 da saglayacaktir. Bu ayni zamanda, 6zellikle dogal ortamda N. oleander
genetik ¢esitliliginin korunmasina da yardimci olacaktir.
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6. SONUCLAR

Nerium oleander, Akdeniz havzasinda uzun siiredir varligini siirdiirmektedir.
Insanlar tarafindan uzun zamandirr giinlik yasamlar1 icin farkli sekillerde
kullanilmaktadir. Bu bitki ¢ogunlukla bahgeleri ve sehirleri giizellestirmek igin siis bitkisi
olarak kullanilir ve ayn1 zamanda geleneksel ilaglarda da kullanilmistir. Cesitli ¢alismalar,
bitkinin tarimda pestisit olarak kullanilabilecegini gostermistir. Bu faydalara ragmen,
genetik c¢esitlilik ¢aligmalart yapilmamustir.

Bu calismada, Tiirkiye'nin ii¢ cografi bolgesindeki N. oleander'in genetik
cesitliligini degerlendirmek i¢cin CAAT Box Derived Polymorphism (CBDP) ve Cis
element Amplified Polymorphism (CEAP) olmak {iizere iki molekiiler markir sistemi
kullanilmistir. PIC'e dayanarak, tim bu markirlar N. oleander'daki genetik cesitliligi
degerlendirme potansiyelini gostermistir. Bu c¢alismadaki bulgular, Tiirkiye'de N.
oleander genotiplerinin genetik ¢esitliliginin yiiksek oldugunu agikca gostermistir.
Ayrica, dogal olarak toplanan N. oleander genotiplerinde genetik ¢esitliligin antropojenik
genotiplere gore daha fazla korundugu tespit edilmistir. Dogal genotiplerdeki yiiksek
genetik ¢esitlilik, bu popiilasyonda gen akisinin yiiksek oldugunun isaretidir.

Bu bulgulara dayanarak, N. oleander genotiplerinin dogal popiilasyonlar1 i¢in
koruma programlarinin olusturulmasina ihtiyag¢ vardir. Kurulabilecek koruma
cabalarindan biri, nehir kiyilari, calilar ve ormanlar gibi bu genotipleri barindiran alanlari
korumaktir. Bu alanlarda 6zel diizenlemeler getirilmelidir. Bu, gen akisinin devam
etmesine ve genetik cesitliligin korunmasina izin verecektir.

Bu calisma, Tiirkiye'nin ii¢ bélgesinden toplanan genotiplere dayali olarak
yapilmistir. Bu bolgeler, biliyiimeleri i¢in elverigli alanlarda yer almakta, ancak N.
oleander hala Tiirkiye'nin ¢ogu bolgesinde yetismektedir. Bu nedenle, bundan sonraki
calismalar, Tiirkiye'nin tiim  bolgelerindeki  bitkinin  genetik  ¢esitliliginin
degerlendirilmesine de odaklanmalidir. Bu, Tiirkiye'deki genetik cesitliligin net bir
resmini verecektir.

Bu ¢alisma, N. oleander’in i¢inde genetik cesitlilik oldugunu ortaya koymustur.
Bu sonuglar, yetistiriciler i¢in 6nemli olan karakterlerle iligkili genlerin gelecekteki
calismalarina yardimci olacaktir. Bitki farkli sekillerde kullanildigindan, farklh
karakterlerle iliskilendirilen haritalanmis genler, iireticilerin, 1slahgilarin ve ¢ift¢ilerin
dogru genotipleri kolayca segmesini saglayacaktir.
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