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OZET

MARMARA BOLGESINDE YETISTIRILEN BAZI ZEYTIN
(OLEA EUROPAEA L). KULTIVARLARININ MOLEKULER SISTEMATIK
ANALIZi

Sabiha PARLAK
Balikesir Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii Biyoloji Anabilim Dali
(Yiiksek Lisans Tezi / Tez Damismani: Yard. Do¢. Dr. Fatih COSKUN)

Balikesir, 2007

Yapilan incelemeler sonucu PCR (Polymerase Chain Reaction)’a dayali DNA
markirlarin giiniimiizde 6n plana ¢ikmis olduklari, bunlardan da RAPD (Random
Amplified Polymorphic DNA) polimorfizm belirleme yaklasiminin bugiin en c¢ok
kullanilan yontemler arasinda yer aldigimi goriildi. RAPD markirlar taksonomik
siniflandirmada, sistematik iliskilerin belirlenmesinde ve populasyon genetigi
calismalarinda, kullanilabilmektedir

Bu c¢alismada, @ Marmara  Bolgesinde  yetistirilen baz1  zeytin
(Olea europaea 1.) Kkiiltivarlarinin DNA markirlar1  kullanilarak molekiiler
sistematiginin yapilmasi hedeflenmistir. Bu amagla, RAPD-PCR teknigi kullanilarak
kiiltivarlar arasinda genetik benzerlik ya da farkliliklarin belirlenmesine ¢alisilmistir.

RAPD-PCR sonuglarina gore; kullanilan 10 baz uzunlugunda 7 farkli primer
amplifikasyon gostermis ve calisilan 12 kiiltivar arasinda % 46,42 oraninda
polimorfizm elde edilmistir. Primerlerden toplam 84 karakter elde edilmis ve bu
karakterlerin 39 tanesi polimorfik bulunmustur. PAUP* (Phylogenetic Analysis
Using Parsimony and Other Methods) filogenetik analiz programi kullanilarak
kiiltivarlar arasindaki akrabalik iliskileri ve genetik uzakliklar1 belirlenmistir. PAUP
verilerine gore birbirine en yakin genetik uzaklik 0,03571 ile Gordal ve Karamiirsel
su kiiltivarlar1 arasinda iken, en uzak genetik uzaklik 0,17857 ile Arbequina ile
Ascolana, Manzanilla hermandos, Gemlik, Verdial ve Vegral kiiltivarlar1 arasinda
tespit edilmistir.

Anahtar sozciikler: Zeytin ( Olea europaea L.), RAPD-PCR, Filogenetik Analiz,
PAUP*.
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ABSTRACT

MOLECULAR SYSTEMATIC ANALYSIS OF SOME OLIVE
CULTIVARS (OLEA EUROPAEA L.) GROWN IN MARMARA REGION

Sabiha PARLAK
Balikesir University, Institute of Science, Department of Biology
(Msc. Thesis / Supervisor: Dr. Fatih Coskun)

Balikesir-Turkey, 2007

Based on our literature research, it is noticed that DNA markers based on
PCR (Polymerase Chain Reaction) techniques are widely used in recent days.
Depending on our observation, RAPD (Randomly Amplified Polymorphic DNA)
was found one of the most commonly used applications for determining the
polymorphisms. RAPD markers can be used in population genetics studies, in
systematic analyses, and in taxonomic classification studies.

In this research, it is intended to perform a molecular systematic analysis using
DNA markers for some olive cultivars (Olea europaea L.) grown in the Marmara
Region. Thus using RAPD-PCR techniques, it was attempted to determine the
genetic relationships, including similarities and differences, among the ingroup taxa.

Based on the RAPD-PCR techniques; seven different primers with 10 base-pair
long sequence showed amplification and 46.42 % polymorphism was found between
the studied 12 cultivars. 84 characters were derived from the primers in total and 39
of these were found to be polymorphic. Relationships and genetic distances between
the cultivars were calculated by using the PAUP* (Phylogenetic Analysis Using
Parsimony and Other Methods phylogenetic) analysis program. Based on the PAUP
analyses, the closest genetic distance was found between Gordal and Karamursel su
cultivars as 0.03571 whereas the most distant values were found between Arbequina
and, respectively, Ascolana, Manzanilla hermandos, Gemlik, Verdial, and Vegral
cultivars.

Key words: Olive ( Olea europaea L.), RAPD-PCR, Phylogenetic Analysis, PAUP*.
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1. GIRIS

1.1 Zeytin ( Olea europaea L.)

Diinyanin en sagliklt ve dogal bitkisel yag kaynagi olarak bilinen zeytinin
tarihi, glinimiizden 10 bin yil 6ncesine kadar dayanir. Tarih boyunca, degisik
kiiltiirlerde zeytin barisin ve umudun temsilcisi ve yunanli sporculardan, azizlere ve
ilk hekimlere kadar eski tarihin tanr1 ve tanricalar1 tarafindan kutsal sayilmak
suretiyle bir¢cok efsanenin de kaynagi olmustur. Bu nedenle insan yasaminin ilgisini
cok az sey zeytin kadar ¢ekebilmistir. Ayrica, beyaz bir giivercinin Nuh’un gemisine
tufan sonrasi canlilik belirtisi olarak, agzinda zeytin dali ile donmesi nedeniyle,

zeytin ylizyillardir barigin simgesi kabul edilir.

1.1.2 O. europaea’nin Bitki Sistematigindeki Yeri

Giliniimiizde kullanilan smiflandirma sistemlerine gore zeytin, 20-29 cinse
sahip olan Oleaceae familyasina dahildir [1, 2]. Olea cinsi, nispeten gii¢ yetistirme
sartlarina sahip sahalardan ¢ikan gesitli tiir ve alt tiirleri igermektedir [3]. Bunlarin
cogu calilar ve agaclardir. Yenilebilir meyvesi olan tek tiir, kiiltiir zeytininin de dahil

oldugu Olea europaea L.’dir ve siniflandirmasi asagidaki sekilde yapilmistir [3].



Alem : Yesil bitkiler

Alt alem : Tracheobionta
Superdivision : Spermatophyta
Division : Magnoliophyta
Siif : Magnoliopsida
Alt sinif : Asteridae

Ordo : Lamiales

Aile : Oleacea

Cins : Olea

Tiir : Olea europaea L.

1.1.3 O. europaea’nin Morfolojisi

Zeytin boylu bir ¢ali veya 10 metreye kadar boylanabilen, sik dalli, yayvan
tepeli, her dem yesil yaprakl bir agactir. Genis, kivrimli, yamru yumru bir gévdesi
vardir. Aga¢ yaslandikc¢a, diizgiin gri renkli gévde kabugu giderek catlar. Agacin
tact (tepesi), yaklasik olarak artan boy kadar her sene genisler. Verimli topraklarda
tac acik ve asimetrik, verimsiz topraklarda ise daha yogun ve yuvarlaktir. Stirgiinleri

gri renkli, dikensiz ve hemen hemen ii¢ kdselidir.

Mizraksi, ¢ok kisa sapli, deri gibi sert yapraklan stirgiinlere karsilikli giftler
halinde dizilmistir. Yapraklar basit, tam kenarli ve kenarlar alt yiize dogru hafif
kivriktir. Yapragin boyu 20-86 mm, genisligi de 5—17 mm’dir. Yapraklarin ucunda
sivri bir ¢ikinti bulunur. Yapragin st yiizii koyu gri-yesil ve tiiysiiz, alt yiizi

mavimsi glimiisi renkte ve beyaz sik ipeksi tiiylerle kaplidir.

Baharin sonlarina dogru yapraklarin koltugunda seyrek salkimlar halinde
acan, kiiclik beyazimsi-sar1 renkli, kokulu ¢igekleri vardir. Riizgarlarin tasidigi cigek
tozlartyla dollenen cicekler etli ve yagli meyve verir. Meyve Once yesil,
olgunlastiktan sonra da parlak siyah bir renk alir. Etli meyvenin ic¢inde sert bir

cekirdek vardir. Meyvenin etli kismindan ve ¢ekirdeginden elde edilen yagi



bakimindan ¢ok degerli bir agagtir. Ayni zamanda agacinin ¢ok heybetli ve estetik

bir gorliniimii vardir. Odunu ¢iiriimeye karsi son derece dayaniklidir [4].

Sekil 1.1 Zeytin Cigek [5] ve Meyve Genel Goriiniimii [6]

1.1.4 O. europaea’nin Diinyadaki ve Tiirkiye’deki Yayilisi

Oleacea familyasinin bir iiyesi olan zeytinin (Olea europaea L.) anavatani,
Gilineydogu Anadolu Bolgesi ve Suriye’yi de i¢ine alan Yukari Mezopotamya ve
Giiney On Asya’dir. Yayilis1 iki yoldan olmustur (Sekil 1.2). Birincisi Misir
tizerinden Tunus ve Fas’a, digeri ise Anadolu boyunca Ege adalari, Yunanistan,
Italya ve Ispanya’ya dogrudur. Ilk kiiltiire alinis1 ve 1slah1 Samiler tarafindan

olmustur [7-10].



Sekil 1.2 Zeytinin Anavatani ve Yayilis Yollart [11]

1.1.5 O. europaea’nin Kullanim Alanlar1 ve Ekonomik Onemi

Zeytin meyvesi gesitli sekillerde islenmek suretiyle tiiketilir. Bu islem, basit
bir salamuraya yatirmaktan, aciligin fermantasyon yoluyla giderilmesine veya

kimyasal bilesiklerle tatlandirmaya kadar uzanir [12].

Insanlar bu bitkinin odunu ve meyvelerinin yani sira, yagindan kozmetik
sanayisinde ve tip alaninda da ylizyillardan beri faydalanmaktadirlar. Zeytinin insan
sagligina ve beslenmesine olan 6neminin yaninda dogal hayata olan faydalar1 da
dikkate alinarak zeytin yetistiriciligine biiyiik bir ivme kazandirilarak gliniimiize

kadar gelmesi saglanmistir [12].

Akdeniz havzasindaki alanlardan elde edilen zeytinyagi, diinya zeytinyagi
iretiminin % 90’indan fazlasim1 karsilamaktadir. Bu nedenle zeytin yetistiriciligi,

hala modern yasamin saglik ve ekonomisi i¢in dnemlidir [13].



Diinyada 37 iilkede ekonomik anlamda zeytin iiretimi yapilmaktadir. 9,8
milyon hektar diinya zeytin iiretim alanlarinin % 95’1 kuzeyde Akdeniz bolgesinde
yer aldig1 goriilmektedir. Yaklasik 13 milyon ton olan diinya dane zeytin liretiminin
% 86’s1, alt1 tipik Akdeniz iilkesinde yogunlagsmistir. Sirasiyla, liretiminin % 26’s1
Ispanya, % 23’ii Italya, % 15°i Yunanistan, % 9’u Tiirkiye, % 8’i Tunus ve % 5°i Fas
tarafindan saglanmaktadir. Goriildiigii gibi Tiirkiye, ortalama 1 milyon tonu asan

dane zeytin tiretimi ile diinyada iiretici iilkeler arasinda 4. sirada yer almaktadir [14].

Tiirkiye’de toplam 81 ilimizin % 45’inde (36 il) zeytin iiretimine
rastlanmaktadir. 595000 hektar olan Tiirkiye zeytin alanlari, toplam tarim alanlarinin
% 2’sini ve bag-bahg¢e alanlarmin ise % 22’sini olusturmaktadir. Zeytinliklerin
yaklasik % 75’1 daghk kir arazilerde olup ancak % 8’1 sulanmaktadir. Sulanan
zeytinliklerin ¢ogunda sofralik iiretim hakimdir. 2000 yili itibariyle 1800000 ton
olan Tiirkiye dane zeytin iiretiminin yarisindan fazlasi (% 55), sirastyla Aydin
(% 24), Balikesir (% 17) ve Izmir (% 14) illerinde yapilmaktadir. Yaklagik 98

milyon olan agag¢ sayisi giderek artmaktadir [15].

1.1.6 O. europaea’min Molekiiler Sistematigi Uzerine Yapilan Cahsmalar

Ozellikle ekonomik &neme sahip meyve veren agaclarda genetik casitliligi
belirlemek genetik arastirmalar i¢in Onemli arastirma konularindan biri olmustur.
Hem yabani hem de kiiltiire alinan formlar arasindaki genetik cesitliligin
karakterizayonu, onlar arasindaki benzerlikleri ¢alismak ve kiiltiirlerin orijinlerini

belirlemek i¢in gereklidir.

Geleneksel olarak O. europaea L. kiiltiirleri morfolojik metotlar kullanilarak
degerlendirilmistir [16]. Zeytin kiiltiirleri, yabani zeytin ve yakin tiirler arasindaki
genetik akrabaliklar1 belirlemek i¢in Loukas ve Krimbas (1983); Ouazzani ve ark.,
(1993) ve Trujillo ve ark., (1995) tarafindan enzimlerle yapilan ¢alismalar [17-19];
Fabbri ve ark., (1995); Mekuria ve ark., (1999); Besnard ve Berville (2000); Belaj ve
ark., (2001); Besnard ve ark., (2001); Snaz-Cortes ve ark., (2001); Kockar ve Ilikci
(2003) ve Ozkaya ve ark., (2006) tarafindan yapilan RAPD markirlarina dayali



calismalar [20-27]; Angiolillo ve ark., (1999)’nin yaptigt AFLP [28] ve Amane ve
ark., (1999-2000) ve Lumaret ve ark., (2000) tarafindan calisilan kloroplast DNA
markirlart [29, 30] kullanilmistir. Son yillarda SSR markirlar1 da Rallo ve ark.,
(2000) ile Cipriani ve ark., (2002) tarafindan zeytin kiiltiirlerinin tanimlanmasinda

kullanilmaya baslanmistir [31, 32].

1.2 Molekiiler Markirlar

Polimorfizm, DNA’daki yer degistirmeler, ters donmeler, parga eksilmeleri
ve parca yerlesmeleri ile meydana gelir ve genleri, onlarin diizenlenmelerini,
biyokimyay1, gelismeyi, morfolojiyi, davranisi etkileyeceginden evrim siirecinde
fenotipik varyasyonun da kaynagidir [33]. Bu varyasyonlar1 tespit amaciyla,
sitolojik veriler, izoenzimler, tohum depo proteinleri gibi biyokimyasal isaretleyiciler
ve Restriksiyon Parca Uzunluk Polimorfizmi (RFLP), Rasgele Cogaltilmig
Polimorfik DNA (RAPD-PCR), Basit Dizi Tekrarlar1 (SSR), Cogaltilmis Parca
Uzunluk Polimorfizmi (AFLP) gibi molekiiler isaretleyiciler basariyla
kullanilmaktadir [34].

Biyokimyasal teknikler arasinda yer alan Sodyum Dodesil Siilfat
Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE) bitki koleksiyonlarinin genetik yapisini
tanimlamadaki kolaylig1 ve gecerliligi nedeniyle oldukg¢a genis bir kullanim alanina
sahiptir. Tohum depo proteinleri tiir i¢i ve tiirler aras1 genetik ¢esitliligin analizinde,
genetik kaynaklarin  korunmasi ve 1slah calismalarinda, genom iligkilerinin
belirlenmesinde, mahsullerin  gelistirilmesinde  genetik  isaretleyici  olarak
kullanilmaktadir. Elektroforezle elde edilen tohum depo protein profilleri pek ¢ok
tiiriin taksonomik ve evrimsel problemlerini ¢6zmekte kullanilmaktadir. Ciinkii elde
edilen bant desenleri her tiir i¢in 6zel ve dogrudan dogruya genotipe baghdir [35].
Tohum depo proteinlerinin elektroforezinin geleneksel morfolojik yaklasimlara gore
avantaji, gelisme mevsimlerinden bagimsiz olmasi, bitkilerin yetistirilmesine gerek
olmamasi, materyalin tiim yil boyunca elde edilebilir olmasi, hizli analiz
edilebilmesi, saklanmasindaki kolayliklar ve ihtiyag¢ duyulan Ornegin az

olmasidir [36].



Molekiiler sistematik ve bitki genom haritalarimin ¢ikartilmasinda rasgele
cogaltilmig polimorfik DNA polimeraz zincir reaksiyonu (RAPD-PCR) basariyla
kullanilmaktadir [37-39]. RAPD yontemi, tek, kisa ve rasgele oligoniikleotid
primerler kullanarak DNA dizilerinin c¢ogaltilmasi esasina dayanir. Bu yontem
duyarli, hizli ve ¢ok sayidaki 6rnege uygulanabilen bir tekniktir. Bu primerler
genetik isaretleyici olarak ve 0zgiin niikleotid dizi bilgilerine gerek duymadan
polimorfizmi belirlemede kullanilabilir [40]. RAPD y&nteminin RFLP ve izozimlere
gore bir¢ok avantajlar1 vardir. Bu yontem yogun laboratuar ¢alismalar1 ve Southern
transferler, filtre hibridizasyonlari, otoradyografi gibi pahali yontemler gerektirmez.
Herhangi bir genomik kiitliphane olusturulmasina gerek duymaz. RFLP
analizlerinde oldugundan ¢ok daha az miktarda genomik DNA’ya ihtiya¢ duyulur.
RAPD yontemi izozimlerden farkli olarak genom boyunca sinirsiz sayida isaretleyici
elde edilmesini saglar. Ayrica tiirler arasi ve tiir iginde, RFLP ve izozimlerin

sagladigindan ¢ok daha fazla polimorfizm belirler [41].

1.2.1 Molekiiler Markirlarm Ozellikleri

Bir molekiiler markir i¢in istenilen 6zellikler su sekilde siralanabilir [13]:

1- Polimorfik olmali,

2- Kodominant olmali,

3- Genom boyunca dagilim gostermeli,

4- Kolay uygulanabilir olmali,

5- Kolay ve hizli analiz edilebilmeli,
6-.Giivenilir olmali,

7- Tekrar edilebilmeli,

8- Cevre ve diger lokuslardan etkilenmemeli,

9- Elde edilen veriler laboratuvarlar arasinda kolayca degistirilebilmelidir



1.2.2 Protein MarKkirlar

Proteinlerin elektroforezi makro molekiillerden sistematik veri olusturmak
icin ¢ok etkili bir tekniktir. Bu metot sistematik¢iler arasinda gittikge popiiler hale
gelmisgtir [42].

Genel olarak elektroforetik metotlar protein bilgilerinin iki temel formu,
izoenzimler (izozimler) ve allozimler iizerine odaklanir. Izozimler ayni reaksiyonu
katalizleyen, fakat birbirinden aminoasit dizisi, substrat afinitesi veya diizenleme
Ozellikleri bakimindan farklilik gosteren bir enzimin ¢oklu formlaridir. Farkli genler
tarafindan kodlanan farkli molekiiler formlar igerirler [43-45]. Allozimler ayn1 gen
lokusunun farkl allelleridir. Allozimler i¢in izozimlerin bir alt kiimesidir diyebiliriz
[46]. Bu proteinler sekil, biiyiikliik veya bu gibi faktorlerin bir kombinasyonundan
dolayi jelde farkli sekilde goc¢ ederler. Boylece her iki form da bitkilerde sistematik
ve filogenetik ¢aligsmalar i¢in kullanilabilir [47-51].

Heterezigotlar homozigotlara goére farkli fenotipe sahiplerdir ve dolayisiyla
bitkileri bir gen lokusunda homozigot ve heterozigot olarak ayirmak miimkiindiir.
Gen sikliklar1 homozigot ve heterozigotlar1 belirleyerek hesaplanabilir ve bu
hesaplamalar filogenetik amacglar i¢cin  populasyonlarin  kiyaslanmalarinda

kullanilabilir [42, 52].

Elektroforezden elde edilen genetik data iki sorunun cevaplanmasinda
kullanilabilir: 1- Genlerin kiyaslandig1 6rnekler ayn1 gen havuzunda mi? Yoksa
farkl1 gen havuzlarinda m1? 2- Kiyaslanan bu gen havuzlart birbirinden ne kadar

farkl1?

Farkli fenotiplere sahip normal ve anormal proteinler jelde farkli yiiriirler.
Eger bir protein molekiiliinde bir aminoasit yer degistirmisse, bu degisim onun net
yiikiinli etkileyeceginden veya da konformasyonel degisime neden olabileceginden
elektroforetik hizda degisime neden olur. Belirli bir enzimi kodlayan DNA
bolgesindeki bazi mutasyonlar, genellikle nokta mutasyonlar1 bir allozim alleli ile

sonuglanabilir. Bu yeni allel ilk basta populasyonda ¢ok diisiik bir frekansta goriiliir.



Bu allelin evrimsel kaderi gelecek nesile gegme sikligina ve fizyolojik performansina
baghdir. Populasyonlarda yeni rasgele olusan veya kaybolan alleleler bize bu
populasyonlarin ne kadar cesitlilik gosterdigini belirtir [46].  Elektroforez iki
proteinin kimliginden c¢ok bize ikisi arasindaki farkliliklar1 gosterir.  Ayni
elektroforez kosullar1 altinda beraber hareket eden proteinler biiyiik olasilikla

benzerdir.

Elektroforetik metodlar molekiiler biiytikliik, net yiik, alt iinitelerinin sayisi,
alt tnitelerinin molekiiler biiyiikliikleri, molekiiler sekilleri, izoelektrik noktalar
veya bu faktorlerin kombinasyonlar1 agisindan ayrilmalarini saglar. Farkli tipte

proteinlerle ¢alismak icin farkl elektroforetik metotlar gelistirilmistir.

1.2.3 DNA’ya Dayalh Markirlar

DNA dizinindeki polimorfizmin belirlenebilmesi i¢in son yillarda RFLP
(Restriction Fragment Lenght Polymorphism), AFLP (Amplified Fragment Length
Polymorphism), SSR (Simple Sequence Repeat) ve RAPD (Randomly Amplified
Polymorphic DNA) gibi molekiiler markir teknikleri gelistirilmistir. Tesadiifi olarak
bazi primerlerin kullanilmasi ile elde edilen markirlar, Rastgele Cogaltilmig
Polimorfik DNA’lar (RAPD) olarak isimlendirilmektedir. Bu markirlarda herhangi
bir spesifik DNA dizin bilgisine ya da spesifik primerlerin sentezine ihtiya¢ yoktur.
Fragmentler PCR'da primer olarak kullanilan rasgele ve c¢ok kisa DNA
parcaciklarindan ¢ogaltilmaktadirlar. Boylece farkli bir lokusu temsil eden her bir
PCR iirlinii ile DNA diizeyindeki farklilik tahmin edilebilmektedir [53]. Ancak, yine
de farkli genotiplerden gelen parcaciklarin genetik akrabaligt ve genom orijini
hakkinda bazi slipheler vardir. Ciinkii RAPD'ler aynm1 zamanda dominant genetik
markirlar olarak davranirlar yani, dominant RAPD markirlart ile bir DNA
segmentinin heterozigot veya homozigot bir lokusdan m1 ¢ogaldigim1 ayirt etmek
miimkiin degildir. Kodominant (heterozigot) RAPD markirlari, ayni lokusdan
cogalmis farkli  biiyiikliikte DNA segmentleri olup, ¢ok az sayida

belirlenebilmektedir



1.3 Genetik Cesitliligin Belirlenmesinde Kullamilan Temel Molekiiler

Yontemler

1.3.1 RFLP (Restriction Fragment Lenght Polymorphism)

Restriksiyon enzimleri ¢ift zincirli DNA’y1 kesen endoniikleazlardir. Tip-II
restriksiyon endoniikleazlar genellikle filogenetik amaclar i¢in  kullanilir.
Restriksiyon endoniikleazlarla olusan pargalarin sayis1 mevcut molekiildeki tanima
bolgelerinin sayisina dayanir. Niikleotid dizilerindeki bazi degisimler restriksiyon
enzimlerinin tanima bolgelerini etkiler. Farkli sayida tanima bolgesinin olmasi farkl

tiirleri kiyaslamak agisindan oldukea kullanish bir bilgi olusturur [54, 55].

Kiyaslama amaciyla, farkli organizmalara ait cpDNA (chloroplast DNA)’lar
bircok restriksiyon endoniikleazlarla kesilir. DNA pargalar1 agaroz veya
poliakrilamid jel elektroforezinde biiyiiklilk esasina gore ayrilir. Jeldeki ornekler
uygun bir boyama teknigiyle goriiniir hale getirilir. Genellikle jellerdeki DNA nitro-
seliiloz veya naylon membranlar {izerine transfer edilir. DNA pargalari, jelin alkali
ortamda 1slatilmasiyla denature edilir ve nitro-seliiloz kagit {izerine transfer edilerek
radyoaktif olarak isaretlenmis DNA probunun bulundugu soliisyona daldirilir.

Parcalarla probun hibridizasyonu otoradyografi ile aciga ¢ikartilir [56-58].

Kodominant markirlar olarak kalitildiklarindan RFLP kullanarak linkaj
haritast olusturmakta miimkiin olabilir [59-62]. Boylece farkli tiirlerin
kromozomlarinda ayni sirada genlere sahip olup olamadiklar1 belirlenir. RFLP
kullanarak genetik harita olusturmak miimkiindiir [63, 64]. Bunun sonucunda
populasyon i¢inde veya populasyonlar arasinda olusan varyasyonlar filogeni
olusturmak i¢in kullanilir. Restriksiyon bolge haritalar1 bir¢cok avantaja sahiptir. Bu
metot oldukca sadedir ve molekiiler biyolojideki diger metotlara bakildiginda c¢ok
daha ucuzdur. Inversiyon, insersiyon, delesyon ve translokasyon gibi bircok
filogenetik agidan bilgi verici DNA yeniden organizasyonu kodlanmayan

bolgelerdeki restriksiyon bolgelerinde meydana gelir [61, 65, 66].
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1.3.1.1 RFLP Tekniginin Avantajlari:

1- Giivenilirdir. Farkli laboratuvarlarda ve farkli arastiricilar tarafindan aymi
sonuclara ulasilabilmektedir.

2- RFLP markirlart kodominant Ozellikte olduklar1 igin heterozigotlarin
belirlenmesinde ve karakterizasyonlarinda kullanilmaktadirlar [67].

3- Orta diizeyde polimorfizim gostermektedirler [67].

1.3.1.2 RFLP Tekniginin Dezavantajlari:

1- Analizleri pahali, fazla zaman alic1 ve ¢ok fazla is giicii gerektirmektedir.
2- Cogu  durumlarda yaygin olarak radyoaktif etiketleme yontemi
kullanilmaktadir.

3- Yiiksek kalitede DNA’ya ihtiya¢ vardir (10-20 uM).
4- Az kopya edilen diziliglerin genomlarda belli noktalarda kiimelenmelerinden
dolayr RFLP markirlari genom iizerinde rasgele dagilim gostermezler. Buda

haritalamay1 olumsuz yonde etkilemektedir.  Ciinkii haritalarda biiyiik

bosluklar goriilebilir [68].

1.3.2 AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism)

Restriksiyon  enzimleri ile kesilmis DNA fragmentlerinin  segici
amplifikasyonu temeline dayanir. Coklu bantlar, tesadiifi bolgelerde DNA markirlar
iceren amplifikasyon reaksiyonunda olusturulur. DNA analizleri, her 6rnekten 50 ile
100 bant elde edilecek sekilde sonuglanir. AFLP analizleri ile heterozigot ve

homozigot bireyler arasindaki farklilik tespit edilebilmektedir [69].

Ergiil (2000)’e gore, AFLP teknigi RAPD tekniginin dezavantajlarin
gidermek iizere gelistirilmistir. Bu teknikte DNA 6nce birisi 6, digeri 4 taban tasiyan
iki kesim enzimi tarafindan kesilir. Kesilen pargalarin ucuna niikleotid dizilisi

bilinen sentetik DNA’lar eklenir. Bu sentetik DNA’nin niikleotid dizilisini de
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tastyan baglatict DNA’larin kullanimi ile kismen spesifik olan DNA cogaltilir. Bu
cogaltma iglemi iki asamada gerceklesir. I: Her iki uctan DNA kesim enzimlerinin
tanidig1 diziden sonraki ilk niikleotide goére secici ¢ogaltimin yapildigr 6n iiretim.
Il:  Asil tiretimde on iiretimden elde edilen pargalarin kullanimi ile kesim enzimi
tanima yerinden sonraki 2. ve 3. niikleotidler i¢in secici iiretim yapilir. Biitiin
baslaticilar sentetik uclarin niikleotid dizisini de tasidig1 i¢in iiretim oldukga spesifik
sartlarda gerceklesmis olur. Uretilen parcaciklar bir baz uzunlugunun farkini dahi
ayirt edebilen poliakrilamid jelde yiiriitiilerek farklilik gdsteren parcaciklar tespit
edilmis olur [70].

1.3.2.1 AFLP Tekniginin Avantajlari:

1- RAPD’den yavas RFLP’den hizlidir.
2- Masraf, is giicii ve giivenirlik agisindan RAPD ve RFLP arasindadir.
3- Cok sayida ve ayn1 anda etkili bir sekilde tarama yapmasi nedeni ile parmak

izi analizine ¢ok uygundur.

4- Sayilart RAPD ve RFLP’den daha fazladir.

5- Genomik DNA’nin bilinmesine gerek yoktur.
6- Polimorfizm orani ¢ok ytiksektir.
7- Bu 6zelliklerinden dolay1 otomasyona uygundur.

1.3.2.2 AFLP Tekniginin Dezavantajlari:

Cogunlukla dominant markir verirler. Ancak son zamanlarda kodominant

markirda verdigi bildirilmistir.
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1.3.3 SSR (Simple Sequence Repeat)

Okaryotik genomlarda bulunan ardisik tekrarlanan 2-6 niikleotitli gruplara
mikrosatellit denir. (AT)n, (GT)n, (ATT)n ve (GACA)n gibi. Burada n ardisik

tekrar sayisidir.

SSR primerlerinin iiretiminde genel olarak 3 farkli yaklasim tercih
edilmektedir. Bunlar; I. Genomik DNA kiitiiphanelerinin SSR oligoniikleotidlerinin
hibridizasyonu yolu ile gozlemlenmesi, II. DNA veri bankalarinda SSR’larin
arastirilmasi, III.  Akraba bitki tiirlerinde gelistirilmis olan SSR’da spesifik

primerlerin kullanimidir.

Tekrarlanan bir dizi klonlanir ve bu tekrarlanan diziyi ¢evreleyen niikleotidler
belirlenir. Bu bolgelere uygun primerler yapilir. 11-60 bazlik tekrarlara VNTR’lar
da denir. Basit dizi tekrarlar1 kodominant markirlar olup her bir lokusta ¢ok sayida
allel bulunur. Dizi analizi gerektirir, ancak bir¢ok tiiriin gen bankalarinda tiirlerin

belirlenen dizi tespitleri giin gectikge artmaktadir.

Bitkiler aleminde ilk ¢alismalar tarla bitkileri ile olmus; soya [71, 72], piring
[73, 74], arpa [75] ve bugday [76] gibi bitkiler ile olduk¢a yakin zamanda SSR'larin
karakterizasyonu bahge bitkileri tiirlerinde tiziim [77] ile mese [78], okaliiptiis [79]

gibi orman agaclarinda baslamistir.

1.3.3.1 SSR Tekniginin Avantajlari:
1- Olduk¢a polimorfiktirler. Bundan dolay1 bitkilerde yiiksek oranda bilgi

vermektedirler.

2- Bitki genomunda oldukga bol olup uniform bir dagilim gosterirler.
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1.3.3.2 SSR Tekniginin Dezavantajlari:

Yeni markir gelistirilmesi icin genomik DNA klonlarmin tekrarlanan
oligontikleotid iceren problarla hibridizasyon yolu ile bulunmasi, niikleotid
dizilerinin belirlenmesi ve yan yana tekrarlanan yapilarin baslangic ve bitis
yerlerinden 6zel baslatict DNA’lar gelistirilmesi gerekmektedir. Buda oldukga fazla
1g glicii gerektiren pahali bir islemdir [31].

1.3.4 SSCP (Single-Strand Conformation Polymorphism)

SSCP tek zincirli DNA’nn molekiil i¢i etkilesimi sonucu her zincirin farkl
formda katlanip kivrilmasiyla degisik konformasyonlarin olugsmasina ve

poliakrilamid jelde farkli hizda hareket etmesi iizerine kurulmus bir yontemdir.

Mutasyon igeren DNA molekiilii tek baz bile farkli olsa normal dizide degisik
bir yap1 olusturacagindan farkli yerlerde bantlasma gozlenmektedir. Normal ve

incelenen Ornek arasinda fark olmasi mutasyonun varligini géstermektedir.

Nokta mutasyonlarinin DNA dizi analizi ile kesin olarak teshis edilebilmesine
ragmen taranacak DNA fragmenti biiylidiilkce teshis siiresi ve analiz maliyeti
artmaktadir. Bunu 6nlemek amaciyla mutasyon igeren gen, kisa DNA parcaciklar
(200 bp) halinde amplifiye edilip SSCP yontemiyle taranarak mutasyonun bulundugu
fragment belirlenir. Boylece, biiyiik bir genin tiimiinii analiz etmek yerine sadece
mutasyon ig¢eren parcanin incelenme siirecini kisalttigi gibi maliyeti de

azaltmaktadir. Burada asil ama¢ mutasyonun bulundugu bolgeyi belirlemektir.

1.3.5 RAPD (Randomly Amplified Polymorphic DNA)
RAPD teknigi, ilk defa 1990 yilinda Williams ve arkadaslar1 tarafindan

uygulanan, polimeraz zincir reaksiyonu (PCR)’nu temel alan, rasgele sec¢ilmis

primerlerin kullanildig1 bir metottur [38]. Ayni yillarda Welsh ve McClelland 20

14



niikleotid primer gelistirdikleri benzer bir yontemi rasgele primerli polimeraz zincir
reaksiyonu, AP-PCR (Arbitrarily Primed PCR) olarak isimlendirmislerdir [39]. Bu
metotla ayn1 temele dayanan, ancak farkli olarak daha kisa primerlerle daha
kompleks DNA parmak izi profili elde edilen bir yontem de 1991 yilinda Caetano-
Anoles ve ark., tarafindan DAF (DNA Amplification Fingerprinting) olarak
yayinlanmustir. Bu wuygulamalarda rasgele dizili primerlerin uzunluklar,
amplifikasyon sartlar1 ve goriintiileme metodu standart PCR sartlarindan farklidir

[80, 81].

RAPD amplifikasyon prosediirii, esnek kosullar altinda, rasgele bir primerle
baslatilan genomik bir kalibin analizine dayali bir PCR reaksiyonudur [38, 39].
Yontemin temel standartlar1 PCR’da oldugu gibidir. Ancak, kullanilan DNA
kaynagy, ilgili tiire ait olan genomik DNA’dir. Ayrica PCR’dan farkli olarak RAPD
tekniginde rasgele secilmis 9-10 bp uzunlugunda tek bir oligoniikleotid kullanilir ve
bu primer diisiik baglanma sicakliginda kalip DNA’daki komplementer dizili
bolgelere baglanir. Bu profil, primer ile kalip DNA arasindaki niikleotid dizisinin
homolojisine baglidir. Elde edilen ¢ok sayida amplifikasyon {irlinii agaroz jel
elektroforezinde ayrilir ve EtBr boyamasi ile UV iliiminatdrde gozlenir. Kalip DNA
sonuglarinda mevcut olan ve olmayan bantlar, primer baglanma bdlgelerinin
degismesi nedeni ile agiga cikan niikleotidler arasindaki cesitliligi ortaya koyar.
Ayrica, primer baglanma bolgelerinde indel (insersiyonlar ya da delesyonlar) varsa,

bunlarin sonuglar1 primerin baglanip baglanmama durumundan anlasilabilir [38, 39].

RAPD primerleri genomda kendisine komplementer olan bolgelerle eslesirler.
Farkli genomlar karsilastirildiginda, aralarinda niikleotid farkliliklar1 varsa, primer
baglanma yeri degisebilir. Bu yiizden amplifiye edilen DNA pargalarinin uzunluklar
farkl1 olmakta ve elektroforez yapildiginda, bu polimorfiz, ilgili lokusta bandin
bulunmasi ya da bulunmamasi seklinde ortaya ¢ikmaktadir. Ayni anda genomun ¢ok
sayida farkli bolgesinde amplifikasyon oldugu icin, olusan bant kalibindan allelleri
ayirmak miimkiin degildir. Bu ylizden RAPD belirtegleri dominant 6zelliktedir [81].

RAPD tekniginin reaksiyon kosullar1 son derece hassastir.  Metodun

giivenirligini ve tekrarlanabilirligini etkileyen ¢ok sayida farkli parametre vardir
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[38, 39, 82, 83]. Kullanilan kalip DNA’nin  konsantrasyonu en Onemli
degiskenlerden biridir [84-86]. Ayrica primer konsantrasyonu [38, 87]; MgCl,
konsantrasyonu [88, 89]; DNA polimeraz enzimi konsantrasyonu[82, 90]; baglanma
sicaklig [83]; erime ve baglanma sicakliklar1 arasindaki gecis [91] ve denaturasyon,
baglanma, uzama zamanlar1 [92] da reaksiyon sonucunda elde edilecek iiriinleri
etkiler. Bu parametrelerin ¢ogu birbirine bagli oldugu icin RAPD tekniginin
optimizasyonu olduk¢a zordur. Bu yiizden, bir bandin varli§i ancak kesin olarak

belirlendikten sonra karsilastirmada kullanilmalidir [39].

1.3.5.1 RAPD Tekniginin Avantajlar: ve Dezavantajlari

RAPD yo6nteminin avantajlarini sdyle siralayabiliriz:

1. RAPD yonteminin en énemli avantaji, arastirilacak taksonun genomik DNA
dizisi ile ilgili herhangi bir 6n bilgi gerektirmemesidir [38, 39, 81, 93].

2. Amplifikasyonda tek bir primer seti kullanilir ve bu oligoniikleotid, 6zgiin
bolgelere rasgele baglanarak c¢ogaltma yapar [38, 39, 93]. Kullanilan
primerler, biitiin tiirler i¢in kullanilabilen evrensel primer setleridir.

3. Cogalacak DNA, primer ile kalip DNA arasindaki niikleotid dizinin
homolojisine baglidir. Genomun kompleks yapisindan ¢ok fazla etkilenmez.

4. Bu yontem sayesinde tek bir primerle dahi farkli organizmalarin
karsilastirilmast mimkiindiir.

5. Kullanilan primer sayis1 arttirildikga elde edilen bant sayisi da artacagindan,
yakin tiirleri ayirma konusunda bir¢ok yontemden daha duyarlidir.

6. RAPD teknigi, uygulanabilirligi nedeni ile pek ¢ok Ornekte karakterize
edilebilir. Ayrica radyoaktiviteye ve DNA hibridizasyonuna gerek
duyulmamaktadir.

7. Kullanim1 hizli ve kolaydir. Kullanilan techizat ve malzemeler, diger
tekniklere gore daha ucuzdur [40, 94].

8. Otomasyona agik bir tekniktir.

9. Diger yontemlere gore reaksiyon basina daha az miktarda kalip DNA
gerektirir (10-25 ng) [40, 95, 96].
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10. Polimorfizm derecesi oldukga yiiksektir [95, 97].
11. DNA’ya dayali bir markir sistemi oldugu i¢in, ¢evresel varyasyonlardan,
morfolojik ve izozim markirlardan dogan problemleri ortadan kaldirmaktadir

[38, 98].

RAPD yonteminin en dnemli dezavantaji, belirteclerinin dominant olmasi
sebebiyle heterozigotlar1 teshis etmenin zor olmasidir. Reaksiyon bir¢cok hassas
degiskenle birbirine bagli oldugu icin, elde edilen verilerin tekrarlanabilirligi

diisiiktiir [83, 99].

1.3.5.2 RAPD Tekniginin Uygulama Alanlan

RAPD teknigi sadeligi, kullaniglihigi ve getirdigi diger pek cok avantaj
nedeniyle biiyiik ilgi gérmiis ve ¢ok sayida arastirmaci grup tarafindan kullanilmaya
baslanmistir. RAPD yontemi, polimorfizm sayisinin sinirsizligi nedeni ile ¢ok
sayida karakterin belirlenmesine olanak saglamaktadir. RAPD belirtegleri; genetik
haritalarin yapimi, populasyon yapisinin genetik analizi, bireylerin parmak izi, ayirt
edici Ozelliklerin haritasinin yapimi, genomun o6zel bolgesi icin hedef belirteg
belirlemesi gibi degisik alanlarda basarili bir sekilde kullanilmaktadir. Aym
zamanda, ekoloji ve populasyon biyolojisinde de yaygin kullanim alam

bulmaktadir [82].

RAPD metodu prokaryotik ve okaryotik tiirler gibi pek ¢ok farkli yapinin
DNA parmak izini belirlemek amaciyla yaygin bir sekilde kullanilmaktadir.
Belirlenen parmak izleri, genotipin belirlenmesi, genom yapisinin arastirilmasi,
prenetal tani, ebeveyn belirlenmesi, kiiltiir ve 1rk belirlenmesi, adli tip, klinik tani,
evrimsel sorunlar, populasyon biyolojisi, salginlar ve ekoloji gibi alanlarda yogun bir
sekilde kullanilmaktadir [82]. Ayrica bu yontem, klinik mikrobiyolojide, 6zellikle

ayirt edilmesi ¢ok zor olan alt tiirlerin belirlenmesinde kullanilir.

RAPD metodunun bitkiler i¢in son derece genis bir kullanim alani vardir.

Botanikte, pek c¢ok tiir igin bilgi verici sistemlere gereksinim duyuldugundan,
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ozellikle genetik varyasyon c¢aligmalarinda bagvurulan bir yontemdir [82]. Tiirlerin
genetik haritalarinin hazirlanmasinda bazen tek basina, bazen de RFLP, AFLP ve

mikrosatellit gibi diger tekniklerle birlikte kullanilmaktadir [100].

1.4 Filogenetik Sistematik

Taksonomi yeni taksonlarin tanimlanmasi, adlandirilmasi ve organizmalarin
uygun bir smiflandirma sistemi igerisinde diizenlenmesi gibi bir dizi alani
kapsar [101-103].  Sistematik, biyolojik c¢esitliligi smiflandirmakla yetinmez
“neden” ve “nasil” sorularini cevaplayabilmek i¢in organizmalarin evrimi, 6zellikle
tiirlesme olgusunu teorik ve pratik yonleri ile ele alir. Bu yoniiyle sistematik
taksonomiyi de igine alan bir alandir. ilk defa Willi Hennig (1950) tarafindan
formiile edilen Filogenetik Sistematik taksonomiyi filogenetik yoniiyle inceleyen

alandir.

Bir takson ya da takson grubunun filogenilerinin belirlenmesi demek,
zamansal olarak (Once-sonra) onlarin birbiri ile ve diger taksonlarla ortak ata

temelinde durumlarinin ortaya konmasi demektir.

Giliniimiizde filogeninin taksonomi ag¢isindan zorunlulugu hemen hemen tiim

sistematikcilerce kabul edilmektedir.

1.5 Cahsmanin Kapsami, Amaci ve Onemi

Ozkaya ve arkadaslar1 (2004) Anadolu'da yetistiriciligi yapilan bircok zeytin
(Olea europaea L.) kiiltivar1 bulundugu halde bunlarin morfolojik ve biyolojik
Ozelliklerinin heniiz tam olarak belirlenmedigini ifade etmektedir. Bunlardan ¢ok az
bir kisminin 6zellikleri belirlenmis oldugu halde, bunlarin da iglerinde genotipik
veya fenotipik nedenlere bagli varyasyonlarin oldugu gozlenmektedir [104].
Molekiiler markirlar kullanilarak zeytin kiiltivarlarinin tanimlanmasi caligmalari

1995 yilinda baslamistir. Akdeniz Bolgesinden alinan 17 yaglik ve sofralik zeytin
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kiiltivar1 RAPD markirlar1 kullanilarak taranmistir.  Elde edilen sonuglar zeytin
genomunun oldukca polimorfik oldugunu goéstermistir. Bu g¢aligmaya gore zeytin
kiiltivarlar1 iki ana gruba ayrilmistir. Ilk grup, basta yag iiretimi icin yetistirilen
kiiciik meyveli kiiltivarlarin, ikinci grup ise, biiyiik meyveli kiiltivarlarin bulundugu
gruptur.  Ancak, zeytin kiiltivarlarinin bu gruplandirilmasinda onlarin cografik

orijinleri g6z 6niine alinmamustir [20].

Bu calisma RAPD-PCR teknigi ile Marmara Bolgesinde yetistirilmekte olan
zeytin kiiltivarlarimin  genetik farkliliklarinin  belirlenmesi amaciyla yapilmistir.
Calismada Edremit Zeytincilik Uretme Istasyonu’nun zeytin bahgesinden temin
edilen 12 zeytin kiiltivar1 (Samanli, Edincik su, Vegral, Domat, Manzanilla,
Gordales, Verdial, Karamiirselsu, Ascolana, Hermandos, Gemlik ve Arbequina)

kullanilmastir.
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2. MATERYAL VE METOT

2.1 Kullanilan Cam Malzeme ve Plastik Malzemelerin Hazirlanmasi

Bu ¢alismada kullanilan pipet uglari, ependorf tiipleri, PCR tiipleri, ¢cozeltiler,
cam malzemeler ve 1s1ya dayanikli diger malzemeler ¢alismaya baglamadan 6nce 121

°C de 20 dakika siireyle 1 atmosfer basingta otoklavlanarak sterilize edildi.

2.2 Bitki Materyalinin Toplanmasi ve Saklanmasi

Bu calismanin materyalini olusturan, zeytin (Olea europaea L.) yaprak
ornekleri Edremit Zeytincilik Uretme Istasyonu’nun zeytin bahcesinden temin edildi.
Bu calismada 12 farkli zeytin kiiltivarina ait yaprak 6rnekleri DNA izole etmek tizere
kuru buz igerisinde bolgeden getirilip, izolasyon yapilana kadar -80 °C de
buzdolabinda muhafaza edildi. Kullanilan zeytin kiiltivarlar1 ve ornek toplama

zamani Cizelge 2.1°de verilmektedir.
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Cizelge 2.1 Zeytin Kiiltivarlar1 ve Toplanma Zamanlari

Zeytin Kiiltivarlarn Toplanma Zamam
Samanl 13.07.2005
Edincik su 13.07.2005
Vegral 13.07.2005
Domat 13.07.2005
Manzanilla 13.07.2005
Arbequina 13.07.2005
Gordales 13.07.2005
Karamiirsel su 13.07.2005
Ascolana 13.07.2005
Hermandos 13.07.2005
Gemlik 13.07.2005
Verdial 13.07.2005

2.3 Genomik DNA izolasyonu

Genomik DNA izolasyonu yontemi olarak Qiagen firmasi tarafindan iiretilen
DNeasy Plant Mini Kit (Katalog No: 69104) secildi ve izolasyon islemi sirasinda
kitte verilen protokol takip edildi. Bu protokole gore genomik DNA izolasyonu
asagidaki sekilde yapildi.

1- -80 °C buzdolabindan ¢ikarilan yaprak orneklerinden 100 mg tartilarak
erimesine izin verilmeksizin havan igerisinde sivi azotla toz haline gelinceye kadar
ezildi ve 1.5 mI’lik ependorf tiipe aktarildi.

2- Sivi azot ugar ugmaz lizerine 400 pl buffer AP1 ve 4 pl RNase A
(100 mg/ ul) eklendi ve sertge vorteks yapildi.
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3- Tiip 65 °C’ de 10 dk inkiibe edildi. Inkiibasyon esnasinda tiip 2-3 kez alt ist
edildi.

4- 130 pl buffer AP2 eklendi ve 5 dk buz tlizerinde bekletildi. Daha sonra 14000
rpm’de 5 dk santrifiij yapildi.

5- Santrifiij sonras1 ¢oken pellete dokunmadan temiz lizat spin kolona aktarildi.
Spin kolon 2 dk 14000 rpm’de santrifiij edildi.

6- Santrifiij sonrasi spin kolondan alt kisima inen siipernatant yine pellete
degmeden yeni bir ependorfa aktarildi ve miktar1 belirlendi.

7- Siipernatantin 1.5 kat1 buffer AP3/E eklendive yavasga pipetaj yapildi.

8- Stipernatantin presipitasyon igermeyen kismindan 650 pl alinarak mini spin
kolona aktarildi. 8000 rpm’de 1 dk santrifiij yapildi. Santriflij sonrasi toplama
kabina inen siiziintii atild1.

9- Stipernatantin kalan kismi ayni spin kolona kondu ve 8000 rpm’de 1 dk
santrifiij yapildi. Santrifiij sonras1 toplama kabr atild1.

10-  Spin kolon yeni bir 2 ml’lik koleksiyon tiipline kondu. Daha sonra kolonun
igerisine 500 pl buffer AW eklendi ve 8000 rpm’de 1 dk santrifiij yapildi. Santrifiij
sonrasi siizlintii atildi.

11-  Spin kolon igerisine tekrar 500 pl buffer AW eklendi ve 14000 rpm’de 2 dk
satriflij yapildi. Santrifiij sonras1 kolon toplama kabindan ayrildi ve yeni bir 1.5
ml’lik ependorf igerisine kondu.

12-  Kolon igerisine 100 ul buffer AE eklendi ve 5 dk oda sicakliginda
bekletildikten sonra 8000 rpm’de 1 dk santrifiij sonrast DNA kolondan ayrildi.

Izole edilen genomik DNA, kullanilacagi zamana kadar -20 °C’de muhafaza
edildi.

2.4 Agaroz Jel Elektroforezi

Izole edilen genomik DNA’larin gdzlenmesi icin % 0,8’lik agaroz jel
elektroforezi yapildi. Bunun i¢in 0,4 gr agaroz tartildi ve 50 ml 0,5 X TBE tamponu

icinde, mikrodalga firinda kaynatilarak ¢oziildi. Karisim 60 °C’ye sogutularak
icerisine 2 pul EtBr (Etidyum Bromid) ilave edildi. Onceden taraklari yerlestirilmis
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jel kasetine dokiildii ve polimerlesmesi beklendi. Jel polimerlestikten sonra kasetten
taraklar cekilerek cikartildi. Hazirlanan jel elektroforez tankina yerlestirilip tlizeri

kaplanincaya kadar 0.5 X TBE tamponu ile dolduruldu (Cizelge 2.2).

5 pul gDNA ve 3 pl yikleme boyast karistirilarak jelde olusturulan
kuyucuklara otomatik pipet yardimu ile yiiklendi. ilk kuyucuga molekiiler biiyiikliigii
belli olan bir DNA standardi yiiklendi. Ornekler 100 voltta yaklasik 1 saat
yiriitildii. Elektroforez sonucunda olusan bantlar UV trasilliiminatérde gozlendi ve

fotograflari ¢ekildi.

Cizelge 2.2 Agaroz Jel Elektroforezinde Kullanilan Czeltiler ve Ozellikleri

Cozelti Kompozisyonu ( 1L i¢in )

TBE (5X) 54 gr Tris-Base
27,5 gr Borik Asit
20 ml 0,5 M EDTA (pH:8)

Yiikleme boyasi 0,05 bromfenol blue
1 ml distile su
1 ml gliserol

Iml 0,5 M EDTA ( pH:8)

DNA standardi DNA molecular weight marker IIT (0.12-
21.2 kbp) Roche (Katalog No:
10528552001)
2.5 DNA Miktar Tayini

Izole edilen genomik DNA &rneklerinin UV spektrometrede 260 nm ve 280
nm dalga boyundaki absorbsiyon degerleri olciilmiistiir. Olg¢iim islemi kuvars
kiivetlerle yapilmistir. Spektrometrik sonuglara gore ¢ift zincirli DNA molekiiliiniin

miktar tayini, asagidaki formiile gore hesaplanmaistir.
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CDNA= OD (Absorbans degeri)x 50 x seyreltme katsayis1

DNA’nin saflig1 ise, OD260/0D280 orani ile hesaplanmistir. Saf DNA i¢in
bu deger 1,8’dir.

2.6 RAPD-PCR Primerlerinin Secimi ve Sulandirilmasi

RAPD-PCR reaksiyonlarinda kullanilan primerler Integrated DNA
Technologies (A.B.D.) firmasindan temin edildi. Primerler laboratuara gelir gelmez
veya -20 °C buzdolabindan ¢ikarildiktan sonra yaklasik 15 sn 12000 rpm’de satrifiij
yapilarak kuru ¢okeltinin tlipiin dibinde toplanmasi saglandi ve 1 ml dH,O igerisinde
coziilerek stok hazirlandi. Her bir primerin son konsantrasyonu 50 nmol olacak
sekilde sulandirildi.  Calismada kullanilan primerlerin DNA dizileri, erime

sicakliklart (Tm) ve % GC oranlar1 Cizelge 2.3°de verilmektedir.

Cizelge 2.3 RAPD-PCR Reaksiyonunda Kullanilan Primerler ve Tm Degerleri

Primer DNA dizileri Tm % GC
OPC-01 TTC GAG CCA G 34°C % 60
OPC-02 GTG AGG CGT C 37°C % 70
OPC-11 AAA GCT GCG G 36 °C % 60
OPA-10 GTG ATC GCA G 33°C % 60
OPA-12 TCG GCG ATA G 34°C % 60
OPA-13 CAGCACCCAC 37°C % 70
OPB-12 CCT TGA CGC A 35°C % 60
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2.7 PCR Kosullarinin Optimizasyonu

Genomik DNA'nin kisa oligontikleotid primerler kullanilarak amplifikasyonu,
amplifikasyon protokolii ve reaksiyon kosullarina kars1 duyarlidir. Hedef DNA'nin
konsantrasyonu, primer, Mg"?, DNA polimeraz miktar;, DNA kalitesi ile "yapisma-
annealing" sicakligi gibi termalcycler parametreleri DNA amplifikasyonunu etkiler.
Bundan dolayi kritik parametreler RAPD caligsmalari i¢in baslamadan 6nce optimize

edilmelidir.

Calismada, RAPD-PCR reaksiyonlarinin PCR Master Mix Kit ile
gerceklestirilmesi PCR optimizasyonunun yapilmim simirlamistir.  Yani; Mg,
DNA polimeraz miktar1 gibi parametreler {izerinde degisiklikler yapilmasina olanak
tamimamistir. Bunun digindaki parametreler ise PCR amplifikasyonunu arttiracak

sekilde optimize edildi.

2.8 RAPD-PCR Reaksiyonlari

Calismada Williams ve ark. tarafindan gelistirilen RAPD-PCR yontemi
kullanild1 [38]. Bitkiden izole edilen saf genomik DNA kullanilarak yapilan RAPD-
PCR reaksiyonlar1 toplam hacim 25 pl olacak sekilde diizenlendi.

PCR reaksiyonlarint gerceklestirmek icin Gene Mark firmasina ait PCR
Master Mix Kit ( Katalog No: RP02 ) kullanildi. Kitin igeriginde 1.25 u Tag DNA
polimeraz, reaksiyon tamponu, MgCl, ( final konsantrasyonu 1.75 mM ), 200 uM
dNTP bulunmaktadir.
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Cizelge 2.4 RAPD-PCR Sartlar1

Tampon

dNTP (5§ X PCR Master Mix Kit )
Taq Polimeraz

Primer I ul

gDNA 2.5 ul

Distile su 16.5 ul

Cizelge 2.5 PCR Dongii Kosullari

On 1sitma 94 °C 5 dk 1 devir
1. basamak 94 °C 45 sn
2. basamak 37°C 45 sn 35 devir
3. basamak 72 °C 2 dk
4. basamak 72 °C 10 dk 1 devir
5. basamak 4°C 25 sa

RAPD-PCR kosullarinin tekrarlanabilirligini kontrol etmek amaciyla,
orneklere ait amplifikasyonlar birbirinden bagimsiz olarak ii¢ kez tekrar edildi.
Uygulamada olas1 bir DNA kontaminasyonunu belirlemek amaciyla, her uygulamada
genomik DNA igermeyen negatif kontrol kullanildi.  Bant biiyiikliiklerinin
belirlenmesi amaciyla, her kiiltivara ait elektroforez islemlerinde molekiiler

biiyiikliigi bilinen bir DNA standardi kullanildi.
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2.9 Agaroz Jel Elektroforezi ve Fotograflama

RAPD-PCR sonucunda olusan bantlarin gézlenmesi i¢in % 0,8’lik agaroz jel
elektroforezi yapildi. Bunun i¢in 0,4 gr agaroz tartildi ve 50 ml 0,5 X TBE taponu
icinde, mikrodalga firinda kaynatilarak ¢oziildi. Karisim 60 °C’ye sogutularak
icerisine 2 ul EtBr ilave edildi. Onceden taraklar yerlestirilmis jel kasetine dokiildii
ve polimerlesmesi beklendi. Jel polimerlestikten sonra kasetten taraklar ¢ekilerek
cikartildi. Hazirlanan jel elektroforez tankina yerlestirilip tizeri kaplanincaya kadar

0.5 X TBE tamponu ile dolduruldu.

20 pl ornek icin 4 pl yiikleme boyasi karistirilarak jelde olusturulan
kuyucuklara otomatik pipet yardimu ile yiiklendi. Ilk kuyucuga molekiiler biiyiikliigii
belli olan bir DNA standard: yiiklendi. Ornekler 100 voltta yaklasik 1,5 saat
yiriitildi.

Yiriitme tamamlandiktan sonra DNA bantlar1 UV translimiinatorii altinda
gozlenerek RAPD profillerinin fotograflanmasi ile sonucglarin alinmasi saglandi.
Fotograf cekimleri goriintiilleme sisteminde (UVP GelDoc-It Imaging System)
gerceklestirildi.

RAPD bantlarinin biiytikliiklerini belirlemek i¢in 13 fragment igeren (DNA
molecular weight marker III) DNA markirt kullanild1 (Sekil 2.1). Bu fragmentler
564-21226 baz cifti arasindadir. Bu markir jelde yiiriitiildiigiinde yukaridan asagiya
dogru sirastyla; 21226, 5148, 4973, 4268, 3530, 2027, 1904, 1584, 1375, 947, 831,
564 ve 125 baz gifti (bp) verecek sekilde fragmentlere ayrilmaktadir. Amplifikasyon
sonucu olusan RAPD bantlarinin biiyiikliikleri DNA markirlarindaki bantlarin
biiyiikliikleri ile kiyaslanarak yapildi.
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— 21226

Sekil 2.1 RAPD Bant Profillerini Belirlemede Kullanilan “DNA molecular weight
marker III” DNA Markir1 (Roche)

2.10 Verilerin Toplanmasi ve Analizi

RAPD-PCR sonucunda elde edilen verilerin analizi filogenetik analiz
programi olan PAUP* (Phylogenetic Analysis Using Parsimony and Other Methods)
Version 4.0b10 kullanilarak yapildi.

RAPD markirlarindan elde edilen veri seti ile zeytin kiiltivarlarinin
filogenetik analizi (genetik akrabaliklar1) esnasinda Parsimoni ve Genetik Uzaklik
(minimum evrim) kriterleri kullanildi. Analiz i¢in Parsimoni kriteri segilerek,
Branch-and-Bound arastirmasinda varsayilan parametreler kullanildi. Ayrica agag
dallarinin giivenirliligi icin istatiksel destek amaciyla Bootstrap analizi de yapildi.
Diger bir kriter olan UPGMA (Unweighted Pair Group Method Using Arithmetic
Averages) analizi i¢in ise “minimum evrim” parametreleri kullanilarak taksonlarin
genetik uzakliklar1 hesaplandi ve tabloya doniistiiriildii. Konuyla ilgili bilginin

devami “Sonug ve Tartisma” kisminda verilmistir.

28



3. BULGULAR
3.1 Genomik DNA (gDNA)
Bu c¢alismada DNA izolasyonu Qiagen firmasi tarafindan iiretilen DNeasy

Plant Mini Kit kullanilarak yapildi. izolasyon sonucunda elde edilen gDNA’larin

saflig1 ve miktar1 Cizelge 3.1°de gosterilmektedir.

Cizelge 3.1 gDNA’larin Saflig1 ve Miktari

Zeytin kiiltivarlan gDNA’larin Safhig: gDNA’larin Miktari
Samanlh 2 24 ng/ pl
Edincik su 1,8 18 ng/ ul
Vegral 1,5 24 ng/ ul
Domat 1,5 18 ng/ ul
Manzanilla 1,8 30 ng/ pul
Arbequina 2 58 ng/ ul
Gordales 1,5 18 ng/ pl
Karamdirsel su 2 16 ng/ pul
Ascolana 1,8 30 ng/ ul
Hermandos 1,8 26 ng/ ul
Gemlik 1,4 14 ng/ pl
Verdial 2 26 ng/ ul
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3.2 RAPD Profilleri

Balikesir Edremit Zeytincilik Uretme Istasyonu’nun zeytin bahcesinden
toplanan zeytin kiiltivarlarindan ve yine ayni istasyondan alinan ve dig grup olarak
secilen delice adi verilen asilanmamis zeytin agaci yaprak Orneklerinden genomik
DNA izolasyonlar1 yapildi.  Analiz i¢in 10 baz uzunlugunda 7 adet primerden
gergeklestirilen RAPD-PCR  sonucunda elde edilen amplifikasyon {iriinleri
degerlendirmeye tabii tutuldu ve hepsinin tekrarlanabilir ve giivenilir PCR {iriinleri
verdigi tespit edildi. Elde edilen amplifikasyon firiinleri % 0,8’lik agaroz jel
elektroforezinde yiiriitiildii. ~Sonuglar UV iliiminatérde incelenerek fotograflar

cekildi.

RAPD-PCR analizi sonucunda elde edilen amplifikasyon iiriinleri sirastyla
Sekil 3.1 (OPC-01 primeri), Sekil 3.2 (OPA-10 primeri), Sekil 3.3 (OPA-12 primeri),
Sekil 3.4 (OPC-11 primeri), Sekil 3.5 (OPC-02 ve OPA-13 primeri), Sekil 3.6
(OPB-12 primeri) ve Sekil 3.7 (Delice RAPD-PCR)’ de gosterilmektedir.

MSEV DMA GKSAH GV

Sekil 3.1 OPC-01 RAPD-PCR Elektroforez Gorlintiisii
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Sekil 3.2 OPA-10 RAPD-PCR Elektroforez Goriintiisii

M S EV DMAGIKSAH GV

Sekil 3.3 OPA-12 RAPD-PCR Elektroforez Goriintiisii

M S E YV DMAGIKSAH GV

Sekil 3.4 OPC-11 RAPD-PCR Elektroforez Goriintiisii



MSEVDMAGKSAHGY SEVDMAGKSAHGY

Sekil 3.5 OPC-02 ve OPA-13 RAPD-PCR Elektroforez Goriintiisii

M SE VDMAGKSAH GV

Sekil 3.6 OPB-12 RAPD-PCR Elektroforez Goriintiisii
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M OPC-11 M OPC-01 OPA-12 OPA-13 OPC-02 OPB-12 OPA-10 M

Sekil 3.7 Delice (D1s Grup) RAPD-PCR

3.3 Verilerin Analizi ve Degerlendirilmesi

RAPD-PCR sonuglarinin analizinde, sonuglarin degerlendirilmesi c¢ekilen
fotograflar iizerinde yapildi. Amplifikasyon sonucunda olusan bantlarin
okunmasinda sadece kuvvetli bantlar degerlendirmeye alindi. Veriler olusturulurken,
bantlarin varhig ( 1), yoklugu ise ( 0 ) ile belirtildi. Elde edilen veri matrisi Sekil
3.8” de goriilmektedir. Veri matrisi bilgisayar ortamina aktarildiktan sonra PAUP*

Version 4.0b10 programi kullanilarak analizler gerceklestirildi.

Analiz i¢in toplam 7 primer degerlendirildi ve 84 karakter elde edildi.
Kullanilan her bir primer bize 12 karakter verdi. Veri matrisine bakildiginda biitiin
kiiltivarlarda 1 ile 12 arasi karakterler OPA-10 primerinden, 13 ile 24 arasi OPA-12,
25 ile 36 aras1 OPA-13, 37 ile 48 aras1 OPC-02, 49 ile 60 aras1 OPC-01, 61 ile 72
arast OPC-11 ve 73 ile 84 aras1 karakterler OPB-12 primerinden elde edilen

karakterleri gostermektedir.
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DELICE
000000111000000111000000000010011111000000000111000000111100010000100000000000000001
SAMANLI
000000001100000111000000000001110001000000100111000000000000000010010100000000001000
EDINCIK SU
000000001100010011000000000001100001000000100111000010010000000010010100001000010000
VEGRAL
000000001100010111000000000001100101000000100011000000010000000010110100000000001000
DOMAT
000000001100010111000000000001100010000000000011000010100100000010010100000000001000
MANZANILLA
010101001100000001000000000001100001000000100111000000010100010010010100000000001000
ARBEGUINA
000000001100010100100000000001110010000000000111000010110100010010010100001000001000
GORDALES
000000001100000011000000000001110010000000100111010000010100010010110100000000001000
KARAMURSEL SU
000000001100000011000000000001110010000000100111010000010000010010010100001000001000
ASCOLANA
000000001100000111000000000001100001000001100111010000010100000010110100000000001000
HERMANDOS
000000001100000101010000000001100001000000100111010001010100000010110100000000001000
GEMLIK
000000001100000111000000000001100001000000000111000001000000000010110100000000001000
VERDIAL
000000001100010111000000000001100101000000100111010001010100000010110100000000001000

Sekil 3.8 RAPD-PCR Analizinde Kullanilan Veri Matrisi
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4. SONUC ve TARTISMA

RAPD markirlarindan elde edilen veri seti ile zeytin kiiltivarlarinin
filogenetik analizi (genetik akrabaliklar) PAUP* (Phylogenetic Analysis Using
Parsimony and Other Methods) 4.0b10 (Swofford, 2002) programi kullanilarak
yapildi. Analiz esnasinda Parsimoni ve Genetik Uzaklik (minimum evrim) kriterleri

kullanildi.

Parsimoni kriteri, olast bir¢cok filogenetik aga¢ arasindan hangi dallanma
modelinin en kisa ve tutarli oldugunu (en dogru bicimde yansittigini) ifade eden bir
yaklasimdir. Parsimoniye gore tercih edilen agag, agiga ¢ikmis olan evrimsel
degismenin toplam miktarini en aza indirgeyen agagtir. Genetik uzaklik kriteri ise,
ayni karakterler matrisinin ( morfolojik 6zelligin varlig1 veya yoklugu ya da bir genin
homolog bir bolgesinden bir niikleotidin kimligi gibi) bir uzaklik tablosuna
dontstiirerek filogenetik aga¢ olusturmada kullanilir. Her bir agag bir filogenetik

hipotezi ifade eder.

Bunun yani sira taksonlar1 kiimeleyen ¢esitli, ilave analizler de kullanilir; yani
benzer topolojiye sahip agaclar arasindan biri belirli kriterlere gore, diger/digerlerine
gore daha tutarli ve taksonlarin gergek genetik tarihini yansitan bir hipotez oldugu
diisiincesine dayalidir. Bu analizlerde bizimde kullandigimiz UPGMA (Sneath and
Sokal, 1973) (Unweighted Pair Group Method Using Arithmetic Averages)
Tartmadan Ikili Grup Olusturma Analizi bir takson i¢in uzaklik matrisini gdzden
gecirirken, en kiigiik uzaklik matrisini baz alir [105]. Neighbour -Joining Analizi de
(Saitou and Nei, 1987) igerik olarak UPGMA kiimeleme analiziyle benzer sekilde
fakat baska bir genetik uzaklik mantigina (algoritmasina) dayalidir. Ancak, bu metot
agaclarin olusturulmasinda benzer verilere sahip taksonlarin komsu olmasina ve
diger taksonlardan ayrilmasina sonunda da komsularin birbirleriyle birlestirilmesi

esasina dayanir.
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Kullanilan kriterlerin yani sira en uygun filogenetik agacin bulunmasi i¢in de
degisik algoritimler kullanildi. Bunlardan Branch-and-Bound algoritmasi,
optimizasyonlar1 birbirine ¢ok yakin olan agag¢ topolojileri arasindan gergegi en
dogru yansitan dallanmay1 bulmaya calisir. Tirkge karsiligi kesin metot anlamina
gelen Exhaustive algoritmasi da koksiliz olan agaglarin hepsini degerlendirmeye alir
ve sonugta kesin olan agag topololojisini verir, ancak burada kullanilan takson sayis1
bu aragtirma algoritmasinin sinirlarinin iizerinde oldugu i¢in yerine Branch-and-

Bound algoritmasi kullanilmistir.

Bootstrap (Felsenstein, 1985) arastirmasi elde edilen agaclarin dallarinin
parsimoni kriterini kullanarak istatistiksel yonden en giivenilir olan dallar
belirlemede kullanilir[106]. Burada veri setinden bazi replikasyonlar tiretilerek her
bir dalin yiizdelik olarak ne oranda desteklendigini gosterir. Bootstrap degeri % 0 ile
% 100 arasinda degisir. Kress ve arkadaslarinin karakterize ettigi bootstrap destek
degerlerine gore, > % 85 cok gii¢lii, % 70-85 arasi1 giicli, %50-70 aras1 zayif ve
< % 50 ¢ok zayif seklinde tanimlanmistir [107]. Bootstrap desteginin % 70 ya da
daha biiyiik olusu genellikle dogru filogeninin tanimlanmast ile iliskilendirilir. Eger,
belli bir dal icin bootstrap destegi % 50’nin altinda ise; arastirmaci agacin bu
kismindaki dallanma modelini belirleyemedigi veya aradaki iliskinin tam
netlestirilemedigi sonucuna varacak ve bunun sonucunda yayinladig1 agacta, bu dali

tek diiglimden ¢ok catalli olarak verecektir.

Yaptigimiz ¢alismada, RAPD-PCR reaksiyonunda tekrarlanabilir bant veren
7 farkli primer denendi. Kullanilan primerler O.europaea nin incelenen 12 farkh
kiiltivarinda ortak bantlar verdigi gibi, polimorfik bantlar da verdi. Elde edilen
bantlardan parlak ve tekrarlanabilirligi olan amplifikasyon iiriinleri degerlendirmeye
alindi.  Verilerin degerlendirilmesinde var olan bantlar (1), olmayan bantlar (0)
olarak belirtildi. Olusturulan veri matrisi bilgisayar ortamina aktarildiktan sonra
PAUP*4.0b10 (Swofford, 2002) programi kullanilarak verilerin analizi
gerceklestirildi.

Parsimoni kriteri ve Branch-and-Bound algoritmasi segilerek yapilan analizde

toplam 84 karakter kullanildi. Bu karakterlerin 45 tanesi sabit, 20 tanesi degisken,
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fakat parsimonik agidan anlamli olmayan, geriye kalan 19 tanesi ise parsimoni
yoniinden anlamli karakterlerdir. Bu karakterlerin hepsi analizde esit agirlik
verilerek kullanildi. Analizde hafizada tutulmasi gereken agag¢ sayist 10000 olarak
secildi ve analiz yaparken bircok aga¢ topolojisi degerlendirildi. Agaglar elde
edilirken bir takim topolojik zorlamalar uygulanmadi. Analiz sonucunda 65
basamakli agaclar bulundu ve bunlardan 8 tanesi parsimoni yoniiyle esit
uzunluktaydi. Parsimoni kriteri sonucunda ortaya ¢ikan 8 agac topolojisi Sekil: 4.1,
Sekil: 4.2, Sekil: 4.3, Sekil: 4.4, Sekil: 4.5, Sekil: 4.6, Sekil: 4.7 ve Sekil: 4.8’de
gosterilmektedir. Bu agaclarin topolojileri farkli olmasina ragmen hepsi parsimoni
yoniinden esit uzunluktadir. Ancak burada ¢oziliniirliigliniin iyi olmasi ve genetik
uzaklik agacina benzerlik gdstermesi yoniinden 1 numarali parsimoni agaci ele
alinarak Bootstrap degerleri bu aga¢ lizerine yansitildi ve diger agac topolojileri

uzerinde fazla durulmada.

DELICE
1 —&— SAMANLI

V| L2 e

1 b EDINGIE SU
L2 vEGRAL

16
1 (= ASCOLANA

i‘—z— HERMANDOS
2 ERDIAL

L MaNZAMLLA

61 EARAMURSEL SLf

2 —4  nosmT
L4 reecuing

L3

Sekil 4.1 Parsimoni Sonucunda Elde Edilen 1 Numarali Aga¢ (Dallarin
tistiindeki degerler dal uzunluklarii, altindaki degerler ise Bootstrap desteklerini
gostermektedir.)
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3 VEGRAL
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2 = EDINCIK SU
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1 L coroat
— L2 xamamurseL su
2 4 DOMAT
= ARBEQUINA
—— 1 change

Sekil 4.2 Parsimoni Sonucunda Elde Edilen 2 Numarali Agag

3
DELICE
SAMANLI
P | [—— VEGRAL
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s 1 1 2 HeRMANDOS
16
VERDUAL
3 GEMLIK
2 2 EQINCIK SU
S S P Y LN A
KARAMURSEL SU

2 4 nowar
4 ARBEQUINA

— 1 change

Sekil 4.3 Parsimoni Sonucunda Elde Edilen 3 Numarali Agag
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Sekil 4.4 Parsimoni Sonucunda Elde Edilen 4 Numarali Agag
3
DELICE
2 SAMANLI
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3 e GEMLIK
= EDINGIK SU
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; A Goroar

RARANMURSE. SU

DongAT

ARBECUINA

- 1 change

Sekil 4.5 Parsimoni Sonucunda Elde Edilen 5 Numarali Aga¢
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- 1 change

Sekil 4.6 Parsimoni Sonucunda Elde Edilen 6 Numarali Aga¢

7
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1 SAMANLI
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2
16 2 y [ HERMANDOS
. 2 VERDIAL
= EDINCIK SU
= 2 AMANZANILEA
4 [— GORDAL
- 2 KARAMURSEL SU
2 2 DOMAT
2 ARBEQUINA

- | change

Sekil 4.7 Parsimoni Sonucunda Elde Edilen 7 Numarali Aga¢
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SAMANLI
GEME 1K
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1 1
EDINGIK SU
3 4
PIANZANIELA
T g
2 KARAMURSEL SU
2 - DOMAT
ARBEQUINA

= 1 change

Sekil 4.8 Parsimoni Sonucunda Elde Edilen 8 Numarali Aga¢

Parsimoni analizi sonucunda elde edilen agaclar arasinda en parsimonik agaci
bulmak ve mevcut dallarimizin ne kadar destek aldigin1 gormek amaciyla Bootstrap
(Felsenstein, 1985) analizi uygulandi [106]. Analiz sonucu elde edilen destek
Sekil: 4.9°da gosterilmektedir.
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61

Sekil 4.9 BOOTSTRAP Analizi

DELICE

SAMANLE

EDINCIK
suU

WYEGRAL

DoMAT

ARBECUINA

MANZANILLA

GORDAL

KARAMURSEL

sU

ASCOLANA

HERMANDOS

GEMLIK

YERDIAL

Bootstrap analizi bize Domat ve Arbequina dalinin % 69, Gordales ve

Karamiirsel su dalinin da % 61 desteklendigini gosterdi. Bu sonuglarin 1s1ginda biz

bootstrap analizini bir kez daha denemeye karar verdik. Ancak bu sefer % 50’nin

altinda destek alan dallar1 belirledik. Analiz sonucu elde edilen destek Sekil: 4.10°da

gosterilmektedir.

42



DELICE
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41
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sSuU

67 — DOMAT
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Sekil 4.10 BOOTSTRAP Analizi(<%50)

Yaptigimiz analizde parsimoni kriterinden baska bir de genetik uzaklik
kriterini denedik. Bu kriterde de yine ayni veri seti kullanildi. Ancak bu sefer veri

setindeki karakterlerimiz bir uzaklik verisine doniistiirtildii.

43



Cizelge 4.1 Kiiltivarlar Arasindaki Genetik Farkliligi Gosteren Genetik Uzaklik (Pairwise Distance) Analizi: Cizelgede yukarida bulunan
ticgen ortalama karakter farkliligini, asag1 pozisyondaki iicgende toplam karakter i¢inde farklilik gosteren karakter sayisini gostermektedir.

1 2 3 4 5 6 7 8 9
1 DELICE - 0.25000 0.29762 0.25000 0.26190 0.28571 0.26190 0.22619 0.26190
2 SAMANLI 21 - 0.09524 0.07143 0.10714 0.10714 0.15476 0.09524 0.08333
3 EDINCIK 25 8 - 0.09524 0.13095 0.13095 0.15476 0.14286 0.10714
4 VEGRAL 21 6 8 - 0.10714 0.13095 0.17857 0.11905 0.13095
5 DOMAT 22 9 11 9 - 0.16667 0.09524 0.13095 0.14286
6 MANZANILLA 24 9 11 11 14 - 0.16667 0.10714 0.11905
7 ARBEQUIN 22 13 13 15 8 14 - 0.13095 0.11905
8 GORDAL 19 8 12 10 11 9 11 - 0.03571
9 KARAMURSEL 22 7 9 11 12 10 10 3 -
10 ASCALONA 21 6 10 6 11 9 15 6 9
11 HERMANDOS 23 8 12 8 13 9 15 8 11
12 GEMLIK 21 4 10 6 9 11 15 10 11
13 VERDIAL 21 8 10 4 11 11 15 8 11
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Cizelge 4.1’in Devamu Kiiltivarlar Arasindaki Genetik Farkliligi Gosteren Genetik Uzaklik (Pairwise Distance) Analizi: Cizelgede yukarida
bulunan tiggen ortalama karakter farkliligini, asagi pozisyondaki iicgende toplam karakter icinde farklilik gdsteren karakter sayisini
gostermektedir.

10 11 12 13
1 DELICE 0.25000 0.27381 0.25000 0.25000
2 SAMANLI 0.07143 0.09524 0.04762 0.09524
3 EDINCIK 0.11905 0.14286 0.11905 0.11905
4 VEGRAL 0.07143 0.09524 0.07143 0.04762
5 DOMAT 0.13095 0.15476 0.10714 0.13095
6 MANZANILLA 0.10714 0.10714 0.13095 0.13095
7 ARBEQUIN 0.17857 0.17857 0.17857 0.17857
8 GORDAL 0.07143 0.09524 0.11905 0.09524
9 KARAMURSEL 0.10714 0.13095 0.13095 0.13095
10 ASCALONA - 0.04762 0.07143 0.04762
11 HERMANDOS 4 - 0.07143 0.04762
12 GEMLIK 6 6 - 0.07143
13 VERDIAL 4 4 6 -
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Genetik uzaklik kriteri ve UPGMA(Unweighted Pair Group Method Using
Arithmetic Averages) algoritmas1 kullanilarak yapilan analiz sonucu Sekil: 4.11°de

gosterilmektedir.
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Sekil 4.11 UPGMA Analizi Sonucu Olusan Agag

Amplifikasyon sonucu sayillan 84 bandin 39 tanesi polimorfik olarak
belirlenmistir. Buna gore; polimorfizm oran1 % 46.42 olarak tespit edilmistir. Bu
durum incelenen kiiltivarlar arasindaki genetik cesitliligin bir gostergesi olarak ifade
edilebilir. Birbirine en yakin genetik mesafe 0,03571 ile Gordal ve Karamiirsel su
kiltivarlar arasinda iken, en uzak genetik mesafe 0,17857 ile Arbequina-Ascolana,
Arbequina-Manzanilla hermandos, Arbequina-Gemlik, Arbequina-Verdial ve
Arbequina-Vegral kiiltivarlar1 arasinda tespit edilmistir. Ayrica dig grup olan
Delice’ye genetik uzaklik bakimindan en yakin olan kiiltivarlar Samanli, Vegral

Ascalona, Gemlik ve Verdial, en uzak kiiltivar ise Edincik su bulunmustur.
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Cok sayida primer kullanilmasi genetik haritalamanin yapilmasinda etkili
olmaktadir. Diger taraftan Li ve Midmore (1999)’a gore de cesitler arasindaki
varyasyon, ylksek diizeyde bulunmus ise az sayida primerin kullanilmasinin yeterli

olabilecegini ifade etmislerdir [108].

Calismamizda dis grup olarak sectigimiz Delice’ye en yakin olan grup
Domat-Arbequina kiiltivarlarinin olusturdugu gruptur. Bu iki kiiltivar arasindaki
genetik uzaklik verisi ¢ok diisiik olmasina ragmen c¢ok az da olsa aralarinda bir
genetik farklilik var demektir. Yapilan Bootstrap analizide bu iki kiiltivar1 baglayan
dali % 69 desteklemektedir. Yani; bu destekle bu dalin giivenilirlik derecesinin
yiiksek oldugu anlasilmaktadir. Akhisar orijinli Domat ile Ispanya orijinli Arbequina
kiiltivar1 birbirlerine genetik olarak agagta yakin konumdadirlar. Bir diger taraftan
Ispanya orijinli Gordal ve Kocaeli/Karamiirsel orijinli Karamiirsel su kiiltivarlarmimn
ayr1 bir grup olusturdugu ve filogenetik agacin tabanina yakin yani atasal oldugu
goriilmektedir. Yine bu dalin da gercegi yansittigi % 61°lik Bootstrap degeri ile
desteklenmektedir (Sekil 4.11).

Maksimum Parsimony filogenetik agacinda (Sekil 4.1), Domat, Karamiirsel
su, Arbequina ve Gordal kiiltivarlarindan sonra gilinlimiize daha yakin ayrilma
gosteren takson Manzanilla cormona’dir. Agacin geriye kalan kismi incelendiginde
2 kardes monofiletik gruba ayrildig1 goriilmektedir. Ik monofiletik grup; Ascolana,
Manzanilla hermandos ve Verdial kiiltivarlarindan olusmaktadir. Italya orijinli
Ascolana’min Ispanya orijinli Manzanilla hermandos ve Verdial kiiltivarlari ile
iliskisi bu analizde tam netlesmemistir. Ciinkii bu dallarla ilgili ciddi bir Bootstrap
destegi bulunmayip (% 35), tam oy birligi (Strict consensus) agacinda da (buraya
almmamustir) bu dallar ¢c6kmektedir. Ikinci monofiletik grup ise, yine kendi iginde
ikiye ayrilmig ve Samanli-Gemlik ve Edincik su-Vegral monofiletik gruplarindan
olusmustur. Ancak bunlar i¢inde Bootstrap destekleri ¢ok zayif oldugundan bu
dallarin varhidi, aralarindaki genetik iliskinin bu sekilde olup olmadigi hakkinda

kesin bir sey sdylenememektedir.

Tez caligmasit kapsaminda smirli sayida RAPD markinn ile elde edilen

verilerle incelenen ve bazi zeytin kiiltivar1 arasindaki c¢oziimlenemeyen genetik
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iligkiler, ileride yapilacak olan caligmalarla daha farkli RAPD markirlarinin,
RAPD’den farkli polimorfizm belirleyici molekiiler tekniklerin ya da morfolojik

veya biyokimyasal verilerin birlikte kullanilmasiyla aydinlatilabilir.
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