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OZET

YUKSEK LiSANS TEZi

SAKIZ AGACINDA (Pistacia lentiscus L.) TUR iCi VARYASYONLARIN
MOLEKULER MARKORLER iLE ARASTIRILMASI

Pelin TURHAN

Istanbul Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii

Biyoloji Anabilim Dah

Damisman: Prof. Dr. Tamer OZCAN

Sakiz agact (Pistacia lentiscus L.) Anacardiaceae familyasinin 6nemli bir iiyesidir ve
kanser gibi bir¢cok hastalikta tedavi edici 0Ozelligi bulunmaktadir. Bu c¢aligmada
Tiirkiye’de dogal yayilis gosteren ve bazi kiiltiir varyetelerini de kapsayan, toplam 35
lokaliteden toplanan P. lentiscus orneklerinin tiir igi varyasyonlari, mikrosatelit ve
retrotranspozon arast gen bolgeleri diizeyinde ISSR ve IRAP markor teknikleri
kullanilarak arastirildi. Calismada ayrica yaprak morfolojisi dlgiimleri de yapilarak
fenotipik karakterler arasindaki korelasyonlar “Pearson” katsayisiyla belirlendi. PZR
sonucunda, kullanilan 12 ISSR primerinden 9 tanesi, boyutlar1 161-1884 bg arasinda
degisen 81 bant fragmenti ile % 96,3 polimorfizm gosterdi. IRAP PZR sonucunda ise
Bagy-1 bolgesinde 126-1426 bg arasinda 20 bant, LTR2 bolgesinde 192-1844 bg
arasinda 17 bant ve LTR4 bolgesinde 124-2027 bg arasinda 35 bant fragmenti ile tam
polimorfizm elde edildi. PIC degerleri sirasiyla 0,458 (ISSR) ve 0,418 (IRAP) olarak
bulundu. Genetik benzerlik matrisleri “Jaccard” katsayisi kullanilarak hesaplandi. En
yiiksek genetik benzerliklerin ISSR i¢in 0,933 ile Girit bireyleri (LG2 ile LG3) arasinda,
IRAP igin ise 0,593 ile L25A (C1, Bodrum, 3m) ve L29A (C1, Milas, 8m) arasinda
bulundugu belirlendi. Filogenetik iliskilerini belirlemek amaciyla “Unweighted Pair
Group Method with Arithmetic mean” (UPGMA) yontemiyle, &rneklerin
dendrogramlar: olusturuldu. 35 farkli genotipi kapsayan filogenetik analizlerde gen
havuzunun ISSR verileri temelinde baslica 12, IRAP verileri kullanilarak 4 ana gruba
ayrildigr tespit edildi. Kullanilan markor verilerinin kombinasyonuyla gerceklestirilen
temel bilesen analizinde (PCA), ornekler genotip profillerine gore baslica 3 farkli
bolgede konumlandi. Calisma kapsaminda yabani genotipler ile baz1 kiiltiir
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varyetelerinden elde edilen sonuglar, P. lentiscus’un yiiksek oranlarda tiir igi
varyasyonlara sahip oldugunu gosterdi. Bu ¢alisma, tiir diizeyindeki drnekleme sayist,
metodlarin  kombinasyonu ve Bagy-1 retrotranspozon polimorfizminin incelenmesi
yoniinden 0Ozglin bir arastirma olup, P. lentiscus’un gen havuzundaki molekiiler
varyasyonun aydinlatilmasi, tarimsal islah caligmalar1 ve tiir sinirlarini saptamaya
yonelik molekiiler taksonomik arastirmalar igin referans niteligindedir.

Haziran 2016, 95 sayfa.

Anahtar kelimeler: Pistacia lentiscus L., ISSR, IRAP, Tiir i¢i varyasyon, Molekiiler
polimorfizm.



SUMMARY

M.Sc. THESIS

INTRASPECIFIC VARIATIONS IN MASTIC TREE (Pistacia lentiscus L.)
STUDIED BY MOLECULAR MARKERS

Pelin TURHAN

Istanbul University
Institute of Graduate Studies in Science and Engineering

Department of Biology

Supervisor: Prof. Dr. Tamer OZCAN

Mastic tree (Pistacia lentiscus L.) is important species of Anacardiaceae family and has
a therapeutical feature in various disease such as a cancer. In the present study, intra-
specific variations in 35 samples of mastic tree obtained from their natural localities of
Turkey and some culture varieties were examined with using ISSR and IRAP marker
techniques on the level of microsatellite and retrotransposons gene sites. Additionally,
morphological measurements of some leaf characteristics were carried out and
correlation between the phenotypic characters was determined with using Pearson
coefficient. Nine of 12 selected ISSR primers produced 81 band fragments between
161-1884 bp with 96.3% polymorphism as the result of PCR. 20 band between 126-
1426 bp in Bagy-1 sites, 17 band between 192-1844 bp in LTR2 sites and 35 band
between 124-2027 bp in LTR4 sites. Besides, full polymorphism were obtained by
IRAP PCR. PIC values were 0.458 (ISSR) and 0.418 (IRAP). Genetic similarity matrix
were calculated with Jaccard coefficient. Maximum genetic similarity were found as
0.933 in Cretan samples (LG2 and LG3) for ISSR results and 0.593 between L25A (C1,
Bodrum, 3m) and L29A (C1, Milas, 8m) for IRAP results. Dendrograms of the samples
based on ISSR and IRAP data were constructed by “Unweighted Pair Group Method
with Arithmetic mean” (UPGMA) for determining of phylogenetic relations of the
accessions. 35 samples of mastic tree were divided into 12 groups by ISSR phylogeny
analysis and 4 groups by IRAP methods. Examined samples were segregated on 3
different places mainly in the scatterplot of principal component analysis (PCA) based
on combined data of both marker systems. In this study, the results obtained from wild
genotypes and some cultivars showed that P. lentiscus has very high ratios of
intraspecific variations. The present work as an original study in terms of the large
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sampling at species level, usage of the combined results of ISSR and IRAP methods and
the examining of Bagy-1 retrotransposons polymorphism may be evaluated as a
reference for analysing of the gene pool of P. lentiscus, agricultural breeding programs,
molecular taxonomic studies for delimitation of taxa and contributing to species concept
of Pistacia.

June 2016, 95 pages.

Keywords: Pistacia lentiscus L., ISSR, IRAP, Intra-specific variations, Molecular
polymorphism.
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1. GIRIS

Pistacia lentiscus L., mastik re¢inesinden dolayi, Pistacia cinsinin ekonomik agidan
onemli bir lyesidir. Orta Asya’dan Kanarya adalarina kadar ve Akdeniz Bolgesi
boyunca dagilim gosterir (Ak ve Parlakei, 2009). Herdem yesil ¢ali formunda, kirmizi
renkli, etli ve kabuksuz meyvalara ve koyu yesil yapraklara sahip bir bitkidir
(Mascarello ve dig., 2007). Bir¢ok iklimsel kosullara kolayca uyum saglayan sakiz
agact (Zohary, 1952), siddetli kurakliga (Correia ve Catarino, 1994) ve kalkerli
topraklara toleranslidir. Ayrica kesim veya yangin sonrasi tekrar biiyiime gosterir (Ladd

ve dig., 2005).

P. lentiscus tiirtiniin erkek bireylerinin gévdesinden yaralama sonucu elde edilen regine,
ticari olarak Onemli olan mastik sakizinin kaynagidir. Sakiz {retiminde, diinya
piyasasinda yilda ortalama 7.000 ile 390.000 kg arasinda dalgalanma vardir. Kios
(Sakiz adas1) sakiz agacinin yillik iretim oran1 100 gram olup, bu oran bazen 650 grama
ulasabilmektedir. Kios’un giliney kismina yerlesik 21 vilayet, yilda 14,4 milyon
Amerikan dolar gelir saglamaktadir. 1938’den beri, yerli {ireticiler mastik sakizinin
toplanmasi ve dagitimini tekelinde tutmustur (FAO, 2000). TEMA vakfi, baslattigi bir
proje ile yabani sakiz agaclarin1 koruma altina almis ve Cesme’de yeni ekim alanlari
olusturmustur (TEMA, 2014). Son zamanlardaki yanginlarin Kios adasindaki 12.740 ha
alana zarar vermesi sonucu, sadece adanin zirai ekonomisi degil, ayn1 zamanda Kios
sakizinin diinya piyasas1 da etkilenmistir (EFFIS, 2015). Mastik reginenin ilag, dis
hekimligi, kozmetik, gida ve peyzaj gibi genis uygulama alanlarina sahip olmasindan
dolay tilkemizde yapilacak olan genis kapsamli kiiltiir ¢alismalariyla diinya piyasasina

katki saglanacaktir.

Mastik sakizinin birgok alanda oldugu gibi tip biliminde de o6nemli hastaliklarda
etkinligi bilinmektedir. Ozellikle giiniimiiziin en biilyiik saglik sorunlaridan olan kolon
kanseri (Balan ve dig., 2007), prostat kanseri (He ve dig., 2007) ve eritrolosemi
(Loutrari ve dig., 2006) hiicre hatlarindaki biiylimeyi inhibe ettigi rapor edilmistir.
Ayrica kolestrolii diisiirerek kalp krizi riskini azalttigi bildirilmistir (Sanz ve dig., 1998).



Bunlara ek olarak toprak istii kisimlarmin bobrek taslarini diisiirmede ve epilepsi
hastaliginda tedavi edici Ozelligi bulunmaktadir (Bentley ve Trimen, 1980). Sakiz
tiretimindeki verimi artirmak ve tiiriin {irin potansiyelini gelistirmek amaciyla yapilacak
1slah ¢alismalari, gen havuzunun aydinlatilmasi ve genetik kaynaklarinin korunmasi

Onem tagimaktadir.

Bitki genetik kaynaklarinin korunmasi ve kullaniminda bir¢ok arastirma ydntemi
gelistirilmistir. Bunlardan biri de markor teknikleridir. Bitkilerin filogenetik iliskilerinin
aydinlatilmasinda ve 1slah caligmalarinda kullanilmak {izere gelistirilen molekiiler
markorler, genomun farkli bolgelerini temsil eden 6zel DNA bolgeleridir. DNA
markdrlerinin, islah ¢alismalar i¢in bitki materyallerinin seleksiyonunda (Ovesna ve
dig., 2002) ve bitki tiirlerinde genetik ¢esitliligi belirlemek i¢in giivenilir bir teknik
oldugu kanitlanmistir (Kellerhals ve dig., 2000). Siklikla yararlanilan bu yontemlerden
biri kisa dizi tekrarlar1 arasi (ISSR) ve digeri ise retrotranspozonlar arasi ¢ogaltilmisg

polimorfizm (IRAP) molekiiler markorleridir.

ISSR, mikrosatelit lokuslar1 arasindaki genom bdlgelerini tanimlayan terim olup iki
komsu mikrosatelit arasindaki s6z konusu dizi, polimeraz zincir reaksiyonunda (PZR)
primer olarak kullanilarak ilgili bolge ¢ogaltilir (Gupta ve dig., 1994). Mikrosatelitler,
kisa dizi tekrarlar1 (SSR) veya kisa bitisik tekrarlar (STR) seklinde DNA’da bulunan ve
1 ila 6 baz cifti uzunlugunda olan tekrar dizileridir (Turnpenny ve Ellard, 2005).
Mikrosatelitlerin ~ tekrar ~sayilari mutasyona bagli oldugundan polimorfizm
seviyelerindeki farkliliklardan 6tiirti mikrosatelitler populasyon genetigi aragtirmalari
icin 1yi bir aragtir (Weissenbach ve dig., 1992). Ayrica ISSR dizisi evrimsel acgidan
korunma olasilig1 yiiksek olmasindan dolayr filocografik analizlerde (Nagy ve dig.,
2003) ve tiir i¢i ayrimda (Fritz ve dig., 2005) kullaniglidir.

Retrotranspozonlar da filogenetik ve taksonomik c¢aligmalarda yaygin olarak
kullanilmaktadir ve bu yontemlerden biri IRAP teknigidir. Transpozon elementleri,
bitkileri de igine alan birgok Okaryotik genomunun temel yapilaridir ve ilk olarak
misirda  kontrol elementleri olarak kesfedilmistir. Bu elementler, yogun
amplifikasyonlarindan dolay1 zararli genomik parazitler olarak tanimlanmistir. Ancak,
fenotipleri degistirebilmekte ve gen anlatimini diizenleyebilmektedirler. Ayrica, ortaya

cikan bulgular gostermistir ki, transpozon elementleri, genetik ve epigenetik



mekanizmalar ile gen anlatimimi diizenleyici ag baglantilar1 kurabilmektedir (Wei ve
Cao, 2016). Transpozonlar transpozisyon mekanizmasina gore iki biiyiik gruba ayrilir.
Bunlar DNA transpozonlari ile RNA transpozonlar1 veya retrotranspozonlardir. IRAP
primerleri kullanilarak retrotranspozonlardaki LTR tekrarlar1 arasindaki lokuslar PZR

ile gogaltilabilir (Kalendar ve Schulman, 2014).

Molekiiler filogenetik analizlerde dendrogramlar kullanilarak belirli gen veya protein
dizilerine dayanarak tiirlerin evrimsel iliskileri aydinlatilmaktadir (Yang ve Rannala,
2012; Choudhuri, 2014). Filogenetik agaglar olarak tretilen dendrogramlar, cesitli
taksonlarin evrimsel iliskilerini gosteren diagramlardir. Kollara ayrilan bu diagramlarda
diigim ve dal bolgeleri kiyaslanir (Choudhuri, 2014). Filogenetik agacin
olusturulmasinda ii¢ yontem takip edilir. Bunlardan iki tanesi karakter temelli yontem
olan maksimum siklik (MP) ve maksimum benzerlik (ML) yéntemleridir. Ucgiincii
yontem de uzakliga dayali bir analiz yontemi olup bu kapsamda en iyi bilinenleri komsu
birlestirme (neighbour joining) ve UPGMA (unweighted pair group method using

arithmetic averages) yontemidir.

Tez calismas1 kapsaminda, P. lentiscus taksonunun yabani genotip ve bazi kiiltiir
varyetelerini igeren genomik DNA o6rneklerinde, mikrosatelit ve retrotranspozon arasi
gen bolgelerindeki varyasyonlar, ISSR ve IRAP teknigi kullanilarak arastirilmistir. Bu
amacla DNA izolasyonu yapilan 6rneklerin PZR amplifikasyonu sonucunda molekiiler
polimorfizmleri belirlenmistir. Ayrica benzerlik matrisleriyle UPGMA dendrogramlari
olusturulmus ve her iki markor analizinden elde edilen toplam verilerle temel bilesen
analizi (PCA) yapilmustir. ilave olarak, morfolojik dl¢iim sonuglar1 da degerlendirilerek
fenotipik karakterler arasindaki anlamlilik seviyeleri korelasyon matrisleriyle

belirlenmistir.



2. GENEL KISIMLAR

2.1. SAKIZ AGACI: Pistacia lentiscus L.

2.1.1. Pistacia L. Cinsinin Taksonomisi ve Sistematikteki Yeri

Anacardiaceae (Sumakgiller) familyasina ait cins olan Pistacia L. Sapindales
takimindadir (Tablo 2.1) (Stevens, 2008) ve diinyada toplam 11 tiirle temsil
edilmektedir (Kafkas ve Perl-treves, 2001; Kokwaro ve Gillet, 1980; Whitehouse, 1957;
Yaltirik, 1967; Zohary, 1952). Ulkemizde 6 tiirii dogal yayilis gostermektedir. Cinsin
tirleri, kisin yapragimi doken veya herdem yesil Ozellikte olan agac veya cali

formundaki bitkilerdir (Yaltirik, 1967; Yilmaz, 2014a; Zohary, 1952).

Ustalem: Eurkarya — Okaryotlar

Alem: Plantae — Bitkiler

Altalem: Tracheobionta — Damarli bitkiler

Ust Sube: Spermatophyta — Tohumlu bitkiler

Sube: Magnoliophyta — Cigekli bitkiler (Angiospermae)
Sinif: Magnoliopsida — Cift ¢enekli (dikotil) bitkiler
Altsinif: Rosidae

Takim: Sapindales

Aile: Anacardiaceae — Sumakgiller

Cins: Pistacia L.

Tiir: Pistacia lentiscus L. — Sakiz agaci

(http://plants.usda.gov/core/profile?symbol=PILE5)?

Tiirler taksonomik agidan siniflandirilirken temel olarak yaprak ana damar baglantilari,
yaprakeiklarinin biiyiikligii veya sekilleri, yaprakeik ciftlerinin sayisi, tepe yaprakciga
sahip olup olmamasi, yaprak¢ik ucu ve meyve sekli karakterleri kullanilir (Kafkas ve
Perl-Treves, 2002). Pistacia cinsinin morfolojik 6zelliklerine gore tiir tayin anahtari
(Yaltirik 1967; Yilmaz, 2014a):

® http://plants.usda.gov/core/profile?symbol=PILE5 [Ziyaret Tarihi: 22 Mart 2016].
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1. Yapragin orta damarinda kanat var

2. Yaprak cift tiiysii, herdem yesil; yaprakeiklarda dikensi ug var; ¢icek kurullari

salkim dizili
.......................................................................... Pistacia lentiscus

2. Yaprak tek tiiysii, kisin dokiilen; yaprakeiklarda dikensi ug¢ yok; cicek

kurullar dallanmis bilesik salkim dizili

3. Yaprak tst kismi1 koyu yesil renkli, alt kism1 acik yesil renkli; meyve

boyu eni kadar ya da uzun
................................................................... Pistacia atlantica

3. Yaprak her iki yiizii acik yesil; meyve boyu eni boyundan uzun sekilde
basik (6-7 X 8-9 mm)

.................................................................. Pistacia eurycarpa
1. Yaprak orta damarinda kanat yok,
4. Meyve basik kiiremsi, yaprakg¢iklarda ug kiit ve dikensi ¢ikint1 yok,
........................................................................ Pistacia eurycarpa
4. Meyve kiire seklinde, yaprakg¢iklarda ug¢ kismi sivri ve dikensi ¢ikint1 var,

5. Meyve yumurta-dikdortgenimsi, 16-22 X 9-22 mm boyutlarinda;
yaprakgiklari genis yumurtamsi-eliptik, ucu yuvarlak veya dikenimsi

cikintili, kiiltiir tiirlerinde belirgin ags1i damarlanma

Pistacia vera

5. Meyve ters-yumurtamsi, 6-7 X 5-6 boyutlarinda; yaprak¢iklar yumurta-
dikdortgenimsi, ucu sivri veya damla uglu, agsi damarlanma belirgin

degil,



6. Yaprak orta damar1 ve yaprakciklarin taban kenarlar tiiylii;
yaprak¢iklar damla uglu ve dikensi ¢ikinti nadiren var, belirgin

pinnat damarlanma, terminal yaprak¢ik digerlerinden daha genis,
.......................................................... Pistacia khinjuk

6. Yaprak orta damar1 ve yaprakgiklarin taban kenarlart ¢iplak;
yaprakeiklar kiit, sivri veya damla uclu, ucta belirgin dikensi
cikinti, pinnat damarlanma az belirgin; terminal yaprakcik
digerlerine gbre genis degil, genellikle kiigiik veya kila

indirgenmis,
........................................................ Pistacia terebinthus

Wannan ve Quinn (1991), Anacardiaceae familyasini A ve B olarak iki gruba ayirmustir.
Bu gruplamada kullanilan &zellikler meyve ve odun anatomisi, ¢igek morfolojisi ve
flavonoid kimyasi olmustur. Wannan ve Quinn’in A ve B gruplari, Terrazas (1994) ve
Pell (2004) tarafindan yapilan molekiiler caligmadaki Spondioideae ile Anacardioideae
alt familyalariyla benzerdir. Pistacia’nin her iki ¢alismada Anacardioideae’ye ait oldugu

gosterilmistir.

Linne, Species Plantarum’da Pistacia cinsine ait alt1 tiir tamimlamustir: P. lentiscus, P.
narbonensis, P. simaruba, P. terebinthus, P. trifolia ve P. vera (Linnaeus, 1753). P.
narbonensis ile P. trifolia, P. vera’nin sinonimleri olup, P. simaruba ise Burseraceae
familyasindan Bursera simaruba (L.) Sarg.’dir (AL-Saghir ve Porter, 2012). Linne’den
once Tournefort (1700), P. lentiscus tiiriinii Lentiscus cinsinde, P. terebinthus ile P.

vera tiirlerini de Terebinthus cinsinde siniflandirmistr.

Pistacia cinsine ait ilk monografik ¢alismada Engler (1881), sekiz tiir ve birkag varyete
listelemigtir. Cinsin genel hatlariyla siniflandirilmasi ise Zohary (1952) tarafindan
yapilmistir. Zohary (1952) ve Whitehouse (1957) calismalarinda Pistacia cinsini;
Lenticella, Eu-Lentiscus, Butmela ve Eu-terebinthus olmak iizere dort boliim (Tablo
2.2) ve 11 tiire ayrrmustir. Cinsin ayrimi, yaprak, yaprakeik, ¢igeklenme durumu, gigek,
meyve morfolojisi ve tohum ozelliklerini esas alarak yaprak ve tohum morfolojisi

tizerinde yapilmistir. Smiflandirilan bu tiirlerden herdem yesil olanlar: P. lentiscus L, P.



weinmanifolia Poisson ve P. saportae Burnat ‘dir. Ancak, P. mutica ve P. cabulica ile
ilgili tiir veya alttiir olduguna dair veri sunulamamigtir. Zohary (1952), cinsin tiirleri
arasindaki kromozom sayisinda da farklilik oldugunu belirtmistir. Buna gore, Pistacia

vera L., 30, Pistacia atlantica Desf., 28 ve Pistacia lentiscus L., 24 kromozoma

sahiptir.
Tablo 2.1: Pistacia L. cinsine ait olan tiirler ve boliimleri (Zohary, 1952).
Boliimler Lenticella Zoh. Eu-Lentiscus Zoh. Butmela Zoh. Eu-Terebinthus
Tiirler Pistacia mexicana S . Pistacia atlantica  Pistacia terebinthus
Pistacia lentiscus L.
HBK Desf. L.
Pistacia texana Pistacia weinmannifolia Pistacia palaestina
Swingle Poission Boiss.
Pistacia saportae Burnat Pistacia khinjuk
Stocks

Pistacia vera L.
Pistacia chinensis
Bunge

Yaltirik (1967), Tirkiye’deki calismasinda Pistacia cinsine P. eurycarpa tiirlini
eklemistir. Fakat bu tiirtin Zohary (1952)’nin tanimladig1 P. atlantica var. kurdica’nin
sinonimi oldugu anlagilmistir. Zohary (1952)’nin P. palaestina olarak adlandirdig: tiiriin
Yaltirik (1967) tarafindan, P. terebinthus’un varyetesi oldugu belirtilmistir. Kokwaro ve
Gillet (1980), Dogu Afrika bolgesinde cinse yeni bir tiir olarak P. aethiopica’t

eklemistir. Ancak, konumu degerlendirme dis1 birakilmistir.

Pistacia tiirlerinin molekiiler seviyede ilk siniflandirilmasi kloropolast DNA’s1 iizerinde
Parfitt ve Badenes (1997) tarafindan yapilmigtir. Terebinthus ve Lentiscus olarak 2
boliim sunulan bu ¢alismada ayirim, yaprak doken ve herdem yesil tiirlere gore
yaptlmigtir. Daha sonra Terebinthus grubu, Akdeniz Pistacia tiirlerinde yapilan
molekiiler ¢alismalarla desteklenmistir (Golan-Goldrish ve dig., 2004; Kafkas ve Perl-
Treves, 2001; Kafkas ve Perl-Treves, 2002; Kafkas, 2006). Parfitt ve Badenes (1997),
morfolojik karakterler ve plastid kesimli bolge analizini temel alarak onerdigi gruplarin

Zohary’nin boliimleriyle karsilastirildigina:

1. Lentiscus: Lentisella Zoh. ve Eu-Lentiscus Zoh.; herdem yesil tiirler, paripinnat

yapraklar ve kii¢iik tohumlar.



2. Terebinthus: Butmela Zoh. ve Eu-Terebinthus.; dioik tiirler, imparipinnat

yapraklar ve biiyiik tohumlar, seklinde oldugu goriilmiistiir.

P. saportae’nin tiirler arasi hibrit oldugu disiiniilmiistiir (Zohary, 1972). Daha sonra
Werner ve dig. (2002) tarafindan morfolojik ve molekiiler diizeyde yapilan ¢alismada P.
saportae’nin, P. lentiscus ve P. terebinthus’un hibriti oldugu bildirilmistir. P.
integerrima tiirtiniin, P. chinensis’ten son zamanlarda ayrilan bir alt tiir oldugu
onerilmistir (Zohary, 1952). Ancak Parfitt ve Badenes (1997), P. integerrima’nin tiirler
icindeki konumunu, plastid kesim bolgesi analizi ve ¢igeklenme fenolojisine bagh
sonuglara gore yeniden tartismiglardir. Parfitt ve Badenes (1997)’e gore 7 tiir Akdeniz
havzasindan Merkezi Asya’ya kadar (P. atlantica, P. integerrima, P. khinjuk, P.
lentiscus, P. palaestina, P. terebinthus ve P. vera) dagilim gdstermektedir. Yine 2 tiir
Dogu Asya (P. chinensis, P. weinmannifolia) ve 2 tiir de kuzey batt Amerika’dan Orta
Amerika’ya (P. mexiana ve P. texana) kadar yayilmistir. P. chinensis dagilimi, tropikal

Asya’dan Myanmar ve Filipinler’e kadar uzanmaktadir (Zohary, 1952).

Kafkas ve Perl-Treves (2002) Tirkiye’deki tiirleri, morfolojik ve molekiiler verilere
gore ayirict Ozellikleri ortaya koymustur. Yaptiklar revizyonda, Yaltirik (1967)’1n P.
khinjuk olarak tanimladig: tiiriin P. eurycarpa oldugu belirtilmistir. Calismada ayrica
RAPD verileri kullanilarak 9 tiir siiflandirilmistir ve P. palaestina’nin P.
terebinthus’un alttiirii oldugu gosterilmistir. Kafkas (2006), cinsin tiirlerini ¢ogaltilmis
par¢a uzunluk polimorfizmi (AFLP) teknigiyle karakterize etmigtir. P. atlantica ve P.
eurycarpa’nin genetik agidan yakin iliskili oldugunu, ayrica P. atlantica ile P.
mutica’nin ve P. terebinthus ile P. palaestina’nin en yakin tiirler oldugu bildirilmistir.
Karimi ve dig. (2008) yine ayn1 yontemi kullanarak Pistacia tiirlerinin filogenetik
iligkilerini arastirmustir. Yaptiklar1 ¢alismada P. eurycarpa’min P. atlantica subsp.

kurdica oldugunu ve P. atlantica’dan ayrildigini 6ne siirmiislerdir.

AL-Saghir ve Porter (2012) ise cinsin 13 taksondan olustugunu, 10 tiir, 5 alttiir ve 2
seksiyondan meydana geldigini bildirmistir. Buna gore Pistacia ve Lentiscella olarak iki

gruba ayirdiklari cinsler:

1. Pistacia: Pistacia atlantica Desf., Pistacia chinensis Bunge, Pistacia eurycarpa

Yalt., Pistacia khinjuk Stocks, Pistacia terebinthus L., Pistacia vera L.,



2. Lentiscella: Pistacia lentiscus L., Pistacia mexicana Humb., Pistacia

weinmannifolia J. Poiss. Ex Franch., seklinde siniflandirilmistir.

2.1.1.1. Pistacia lentiscus L. Tiirii, Ekolojik Ozellikleri ve Genetigi

Pistacia lentiscus L. (sakiz agaglari) Anacardiaceac (Sumakgiller) familyasinin bir
tyesidir (Tablo 2.1). Aromatik yapraklart vardir. Maki bitki Ortiisii  6zelligi
gostermektedir. Herdem yesil ve odunsu, ¢ali formunda bir bitkidir. Akdeniz iklim
kosullarina sahip iilkelerin sahile yakin yorelerinde yetismektedir. Agactan elde edilen
ozitlerinden, kanser gibi 6nemli birgok hastaligin tedavisinde yararlanilmaktadir
(Akdemir ve dig., 2013).

Sekil 2.1: Pistacia lentiscus L. (http:/media.eol.org/content/2012/06/13/00/65567_orig.jpg)".

Bitki, kisin yaprak dokmeyen, 1 m ile 5 m boylar arasinda, sik dalli ¢cali veya bodur
agaclardir. Kiigiik pullar halinde c¢atlakli olan govde kabugu gri-kahverengidir.
Yapraklar1 2-4 (5-7) adet yaprak¢iktan olusur ve g¢ift tiiysii (paripinnat) bilesik yaprak
seklindedir. Yaprakciklar1 dikdortgen oldugu gibi dikdortgenimsi mizrak bi¢ciminde de
olabilir ve 1,5-35 cm boy ile 0,6-1,5 cm en arasinda degiskenlik gosterir.
Yaprakeiklarin ucunda kiit, dikensi ¢ikintilar vardir. Her iki yiizli ¢iplak ve iist yiizii
koyu, alt yiizii mat renklidir. Yaprak orta damarinda belirgin bir kanat vardir. Erkek ve
disi cicekler, kiigiik ve kirmizi renkli olan salkim tipi kisa ¢icek kurullari halindedir
(Sekil 2.1).

! http://media.eol.org/content/2012/06/13/00/65567_orig.jpg [Ziyaret Tarihi: 22 Mart 2016].
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Cigekler mart ve nisan aylarinda agar. Meyveler kiiremsi olup koyu kirmizi renktedir

(Yaltirik, 1967; Yilmaz, 2014b).

i il

Sekil 2.2: Pistacia lentiscus L. tiiriiniin TUBIVES kayitlarindaki vilayetlere gore dogal yayilis
alanlari; Adana, Istanbul, Ankara, Antalya, Hatay, I¢el, Izmir, Kayseri, Mugla
(http://www.tubives.com/inc/mapl.php?tax_id=2376)".

P. lentiscus’un yayilist Kanarya Adalarindan biitin Akdeniz kiyisina kadar
uzanmaktadir. Diinya iizerindeki dagilimi, Giineybati Avrupa, Giineydogu Avrupa, Bati
Asya, Kuzey Afrika ile Avrupa ve Kuzey Afrika’ya yakin bircok ada ve adaciklari
(Makronezya) kapsamaktadir (Prada ve Arizpe, 2008). Tiirkiye’de Bati ve Giiney
Anadolu’da Istanbul Bogazi’ndan, Ege ve Akdeniz kiyisina ve Iskenderun’a kadar genis
bir bdlgeye yayilmaktadir (Davis, 1967): Istanbul’da Burgaz Ada, Izmir, Ankara incesu,
Kayseri, Mugla, Marmaris, Kusadas1, Datca, Antalya Kemer, Icel, Tarsus, Ulas, Seyhan
ve Hatay’da bulunmaktadir (Sekil 2.2 ve Sekil 2.3). Deniz seviyesinden 200 m
yiikseltilere kadar goriiliir (Yaltirik, 1967).

Sekil 2.3: Pistacia lentiscus L. tiiriiniin TUBIVES kayitlarindaki grid sisteme gore dogal yayilis
alanlar1; A2, B1, B4, BS, C1, C2, C3, C5, C6
(http://www.tubives.com/inc/map2.php?tax_id=2376)°.

2 http://www.tubives.com/inc/mapl.php?tax_id=2376 [Ziyaret Tarihi: 15 Subat 16].

% http://www.tubives.com/inc/map2.php?tax_id=2376 [Ziyaret Tarihi: 15 Subat 16].
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P. lentiscus 1liman bolgelerin bitkisidir. Glinesli ve sert riizgarlardan korunan yerlere
uyum saglar. Kesim veya yangmn sonrasinda yeni siirgiin verme kapasitesi ¢ok
yiiksektir. Cogunlukla kiy1 kesimlerde bulunan bodur habitatlarda yetisir. Bu habitatlara
ornek olarak kec¢iboynuzu ve bodur palmiye (palmetto) verilebilir. Nadir olarak daha i¢
kesimlerde kermes meseleriyle (Quercus coccifera L.) birlikte orman agaglarini
olusturur. Akdeniz bolgesinde, 6zellikle ¢ollesme riskinin fazla oldugu daglik alanlar
veya engebeli arazilere kolayca uyum saglar. Olgun bitki, kisin -9 °C sicakliga kadar
direng gosterebilir. Genellikle yetistigi bildirilen sicaklik araligi 12-40 °C arasinda olup,
optimum sicaklik kosulu 18-24 °C’dir. Ortamdaki suyun yogunluguna bagl olarak kok
bogazinda birikmis su bitkiye zarar verir. Eger diizenli sulanirsa daha hizli gelisim
gosterir. Tiriin deniz kiyilarinda bulunmasi halinde tuzlu suya tolerans diizeyi olduk¢a
yiiksektir ve ayrica derin kok sistemine sahip olmasindan dolayr kurakliga karsi
dayanikhidir. Yillik ortalama 200-2000 mm yagis alan bolgelerde yetisebilir. Ancak,
optimum ortam kosulu 400-800 mm yagisin oldugu yerlerdir. Basta kirecli, tagh
topraklar olmak iizere, genellikle her tiirlii toprakta yetisebilir. Siklikla kumlu toprak ve
balcikta, kuru kayalik ve yamaglarda bulunur. Ayrica, yetistigi uygun toprak pH’s1 da
6,5-8,0 olarak 6l¢iilmistiir (Boztok 2007; ECOCROP, 2007; Gratani, 1995).

2.1.2. Sakiz Agacinin Tarihcesi ve Kullanim Alanlar:

Pistacia cinsinin 80 milyon yil dnce Orta Asya’dan koken aldigi diistinilmektedir (AL-
Saghir, 2009; AL-Saghir, 2010; Kafkas ve Perl-Treves, 2001; Parfitt ve Badenes, 1997).
Bu bolge Merkezi Asya; Kuzey Dogu Hindistan, Afganistan, Tacikistan ve Ozbekistan
ile Yakin Dogu, Anadolu, Kafkasya, Iran ve Tiirkmenistan daglarin1 kapsamaktadir
(Tablo 2.2) (Parfitt ve Badenes, 1997). Cinsin iki gen merkezinden birincisi, Ortadogu,
Kuzey Afrika ve Gliney Avrupa‘nin Akdeniz bdlgeleri ve ikincisi de, Bati ve Orta Asya
olarak tanimlanmistir (AL-Saghir, 2009; Kafkas ve dig., 2002). Tiirler Kuzey
Afrika’dan baglayip Filipinler ve Teksas’tan Nikaragura’ya kadar dogal olarak yayilis
gosterirler (AL-Saghir ve Porter, 2012).

Pistacia cinsine ait tiirlerin farkli kisimlarinda farmakolojik aktiviteler belirlenmistir.
Bunlardan en iyi bilineni P. lentiscus’daki mastik olarak adlandirilan sakiz maddesidir
(Bozorgi ve dig., 2013). Terapdtik etkinliginin yani sira, gida endiistrisinde de

kullanilabilen bu tiirlerden P. vera’nin meyvas: gida takviyesi (derMarderosian ve
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Beutler, 2010), P. terebinthus meyvasi bir tiir kahve ¢esidi (Durmaz ve Gokmen, 2011,
Gogus ve dig., 2011) ve P. lentiscus ise meyva pigmentindeki antosiyaninden dolay1
renklendirici (Longo ve dig., 2007) olarak kullanilmaktadir.

Tablo 2.2: Ak (2013) verilerine gore farkli iilkelerde yaygin olarak bulunan Pistacia tiirleri.

Ulkeler Tiirler Ulkeler Tiirler

Pistacia vera, P. khinjuk, P.

Afganistan . . Liibnan P. palaestina, P. lentiscus, melezler
atlantica, P. mutica
Cezayir, Fas P. Ien'.uscus, P. terebinthus, P. Meksika  P. mexicana, P. texana
atlantica, P. vera
Ermenistan, P mutica Surive P. atlantica, P. palaestina, P.
Gircistan ) y khinjuk, P. vera
. P. lentiscus, P. terebinthus, P. . P. atlantica, P. lentiscus, P.
Yunanistan . Ispanya .
palaestina terebinthus
. P. vera, P. atlantica, P. khinjuk, P. P. atlantica, P. lentiscus, P.
Iran . Tunus .
mutica terebinthus
fsrail P. lentiscus, P. atlantica, P. Tiirkive P. terebinthus, P. atlantica, P.
palaestina, P. saportae, melezler Y khinjuk, P. vera, P. lentiscus
Italya P. lentiscus, P. terebinthus, P. vera ABD P. integerrima, P. atlantica, P.

terebinthus

Mastik sakizi olarak bilinen ve nadir bulunan re¢inenin kaynagi olan P. lentiscus erkek
agaclarinin kalin dallarindan ve govdesinde yaralama yoluyla elde edilen sakiz, disi
bireylerde ¢ok az miktarda iiretilebilmektedir (Acar, 1988). Uzun zamandir Yunan
adalarinda ve oOzellikle Kios’ta erkek agac yetistiriciligi ve mastik iiretimi
yapilmaktadir. Ayrica Izmir’'in Cesme ilgesinde de iiretimi yapilan mastik agaci,
Yunanistan-Kios ile benzer ekolojik ortama sahiptir. Ancak Cesme’deki iiriin verimi
siirhdir ve Kios adasindaki ile ayni kalitede degildir (Baytop, 1968; Isfendiyaroglu,
2000).

P. lentiscus’un kullanimi diger tiirlere gore daha yaygindir ve bu kullanim antik ¢aglara
kadar uzanmaktadir. Kios adasinda bulunan sakiz agacinin yaprak fosilleri, bu bitkinin
6000 yildir yabani olarak Kios’ta yasadigini géstermistir. Herodotos, M.O. V. yiizyilda,
mastik agaci floeminden iiretilen reginenin ¢igneme amaciyla kullanildigini sdylemistir
(Savidis, 2000). Sindirim sistemi hastaliklarindaki tedavi edici ozelligi 5000 yildir
bilinmekte olup, Orta Dogu ile Akdeniz iilkelerinde, 3000 yildir bu amagcla
tilketilmektedir (Dimas ve dig., 2009). Yunan hekim ve botanikg¢ilerden Hipokrates,
Dioskorides, Teofrastus ve Galenos mastik agacinin tibbi 6zelliklerine deginmislerdir

(Mills ve White, 1977; Duke, 1983; Mills ve White, 1989; Dalby, 2003). 1. Yiizyilda



13

Dioskorides, klasik bilimsel yayinlardan biri olan De Materia Medica (Tibbi Maddeler
Hakkinda) adli eserinde mastik sakizinin mide-bagirsak sistemi (gastrointestinal)
hastaliklarin1 tedavi edici 6zelligi hakkinda yazmis ve birkag yiizyil sonra, Markellos
Empeirikos ve Pavlos Eginitis sakizin bu etkinliginin farkina varmuslardir (XIOS-
ChiosPortal, 2016).

Antik Misir’da ise tiitsii seklinde kullanilmig ve buna ek olarak nefes ferahlatici
ozelliginden faydalanilmistir (DerMarderosian ve Beutler, 2010). Bu konuyla ilgili son
on yil i¢inde yapilan ¢alismalarda sakizin gallik asit ve tiirevlerinden dolayi,
meyvalarindaki  1,2,3,4,6-pentagalloylglukoz’un  H,O,’den  kaynaklanan  agiz
peroksidasyonuna karsi koruyucu aktivitesi belirlenmistir (Abdelwahed ve dig., 2007).
Gilinlimiizde mastik sakizi, likorler, ickiler, gida, damla sakizi, dis macunu, losyon ve
diger kozmetik iiriinlerde katki maddesi olarak kullanilmaktadir (Grieve, 1994; Serpico,
2000; Sherman, 2005).

Ulser tedavisinde plasebo etkinligine bakilan sakiz agacinin (Al-Habbal ve dig., 1984),
Helicobacter phylori (Huwez ve dig., 1998; Matrone ve dig., 2001), Porphyromonas
gingivalis (Sterer, 2006), Escherichia coli, Bacillus subtilis ve Staphylococcus aureus ‘a
kars1 antimikrobiyal aktivitesi oldugu bildirilmistir (Giagini ve Theocharis, 2011). Yine
son zamanlarda, mastik oziitlerindeki triterpenik asitlerin H. pylori’e karsi etkinligine

rastlanmistir (Paraschos ve dig., 2007).

Mastik sakizinin kolon kanseri (Balan ve dig., 2007), prostat kanseri (He ve dig., 2007)
ve eritrolosemi (Loutrari ve dig., 2006) hiicre hatlarindaki biiylimeyi inhibe ettigi rapor
edilmistir. Ayrica kolestrolii diistirerek kalp krizi riskini azalttigr bildirilmistir (Sanz ve
dig., 1998). Bunlara ek olarak, toprak iistii kisimlarinin bobrek taglarii diisiirmede ve

epilepsi hastaliginda tedavi edici 6zelligi bulunmaktadir (Bentley ve Trimen, 1980).

[lag sanayisinde kullanilan sakiz agacit merhem yapiminda, deri hastaliklari, yanik ve
egzamalarda faydalanilmaktadir (Palevitch ve Yaniv, 2000). Sakiz agacinin, bitkisel ilag
hammaddesi seklinde kullanimiyla ilgili olarak Kivgak ve Akay (2002) yaptiklar
calismada, P. lentiscus, P. lentiscus var chia ve P. terebinthus tiirlerinde sitotoksik
aktiviteyi arastirmaslardir. Bu ¢alismada, bitkilerden elde ettikleri n-hekzan, metanol,

etanol, etil-asetat ve su oOziitlerinin, sitotoksik etkinligi belirlenmistir. Sonugta bu ¢
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bitkideki n-hekzan, etanol ve metanol o&zitlerinin sitotoksik aktivite gosterdigi

saptanmistir.

Sakiz igerigindeki temel yaglar, mirsen, limonen, terpinen-4-ol, alfa-pinen, beta-pinen,
alfa-fellandren, sabinen, para-simen, gama-terpinen gibi bir¢ok sekonder metabolit
icermektedir (Castola ve dig., 2000). Sakizdaki temel yaglarda, antimikrobiyal ve
antifungal (Magiatis ve dig., 1999) aktivite vardir. Ancak son dénemlerde bu biyolojik
aktif igerikler tip endiistrisinin dikkatini ¢ekmistir (Dabos ve dig., 2010; Lemonakis ve
dig., 2011; Triantafyllou ve dig., 2011). Yine P. lentiscus’un sakiz oziitlerindeki
heksanin HCT116 hiicre hatlarinda sitotoksik aktivite gosterdigi rapor edilmistir (Balan
ve dig., 2005). Sakiz agacindan dis hekimligi alaninda da fayda saglanmaktadir.
Cigneme yoluyla tiiketilen damla sakizinin ¢iiriikler nedeniyle olusan plaklar1 dnledigi

goriilmiistiir (Aksoy ve dig., 2007; Takahaski ve dig., 2003).

Ulkemizde gida endiistrisinde kullanilan mastik sakizi, muhallebilere ve dondurmalara
katilarak agik renk vermektedir. Ayrica alkollii ickilerde wuzo yapiminda
kullanilmaktadir (Sherman, 2005). Kimya sanayisinde sakizin verniklere ve resim
boyalarina katildig1 bilinmektedir (Calabro ve Curro, 1974). Sakiz agac1 ayrica Meksika
bolgesinde siis bitkisi amaciyla peyzajda kullanilmakta ve meyvelerinden yenilebilir

yaglar tiretilmektedir (Ucciani, 1995).

Avrupa birligi tarafindan, Kios’ta mastik iiretimiyle ilgili olarak kaynagi koruma belgesi
imtiyazi verilmistir. Adanin mastik {iretimi ortagagdan beri var olan koylerin bagh
oldugu tretim kooperatifi tarafindan kontrol edilmektedir. Kios’un giineyinde bulunan

bu koyler “Mastikokoria (Mastichochoria)” olarak bilinir (Anonim, 2016).

Sakiz iiretiminde, yilda 7.000 ile 390.000 kg arasinda dalgalanma vardir. Bu rakam
yirminci yilizyilin ilk yaris1 boyunca ortalama 250.000 kg civarinda seyretmistir
(Perikos, 1990). Pistacia lentiscus var. chia, kalkerli topraklarda yavas gelisir ve soguga
karst duyarhidir. Sakiz iretimi, V. ve VI. yiizyilldan gilinlimiize kadar gegen siirede
yalnizca 40 ile 50 wyildir en yiliksek seviyesine ulagsmistir. Ancak, tam {retim
potensiyeline ulagmasi son 12-15 yilda miimkiin olmustur. Herbir Kios sakiz agacinin
yillik iiretim miktar:t 100 gram olup, bu oran bazen 650 grama ulasabilmektedir. Mastik

sakizinin, Kios’dan diger 50 iilkeye ihracati yapilmaktadir. Bu konuda Suudi Arabistan
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en biiyiik ithalatgidir. Bu ticarette, Kios’un giliney kismina yerlesik 21 koy, yilda 14,4
milyon Amerikan dolar1 gelir saglamaktadir. 1938’den beri, yerli ireticiler mastik

sakizinin toplanmasi ve dagitimini tekelinde tutmustur (FAO, 2000).

TEMA vakfi son yillarda baslattig1 bir proje ile yabani sakiz agaglarin1 koruma altina
almis ve Cesme’de yeni ekim alanlari olusturmustur. Bu projenin bir bdliimiinde,
3.000’i askin mastik agaci fidaninin ekimi 2008 ve 2011 tarihleri arasinda
tamamlanmistir. Bu ekim faaliyeti, izmir Yiiksek Teknoloji Enstitiisii tarafindan tahsil
edilen 368 doniim (149 hektar) dikim alaninda gergeklestirilmistir (TEMA Vakfi,
2014). Son zamanlardaki yanginlar, Kios adasindaki 12.740 ha alana zarar vermis ve bu

da, sadece adanin zirai ekonomisini degil, ayn1 zamanda Kios sakizinin diinya

piyasasini da etkilemistir (EFFIS, 2015).

Giinlimiizde, sakizin tibbi 6zelliklerinin tanimlanmasiyla ilgili yapilan testler olumlu
sonu¢ vermektedir. Bu calismalardan biri olan ve Diinya Saglik Orgiiti (WHO)
tarafindan 1994 yilinda yiiriitiilen bir projede {iilsere ve mide kanserine sebep olan
Helicobacter pylori bakterisinin inaktivesinde mastik sakizinin etkinligi kanitlanmistir
(Koromilas, 1999). Bu nedenle, sakiz tiretimindeki verimi ylikseltmek ve tiiriin iiriin

potansiyelini artirmak amaciyla yapilacak ¢aligmalar 6nem arz etmektedir.

2.2. MOLEKULER MARKORLER

Bitki genetik kaynaklarimin korunmasi ve kullaniminda birgok arastirma yontemi
gelistirilmistir. Bunlardan biri de markdr teknikleridir. Bitkilerin filogenetik iliskilerinin
aydinlatilmasinda ve 1slah calismalarinda kullanilmak {iizere gelistirilen markorler

temelde lice ayrilmaktadir:

Ilk grubu morfolojik markérler olusturur ve bir populasyonda secilen bitkiyi
digerlerinden ayiran ozellikleri tanimlamada kullanilmaktadir. Yaprak sekli, ylizey
ozellikleri, ¢igek durumu, odun Ozellikleri, meyva sekli gibi nitelikler morfolojik
markoérlerdir (Giilsen ve Mutlu, 2005). Ikinci grup markérler biyokimyasal markorler
olarak siniflandirilir. Bunlar, gen {irtinlerini temsil etmeleri ve morfolojik 6zelliklerin
cevresel faktorlerden etkilenmesinden dolayr glivenilirligi artirmak amaciyla

gelistirilmistir. Sekonder metabolitler biyokimyasal markor olarak kullanilabildigi gibi,
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yag asitleri, alkaloidler, tohum proteinleri ve izoenzimler de bu grup markorlere 6rnek
verilebilir (Altinkut-Uncuoglu, 2009; Ozcan, 2013). Ugiincii grup markérler ise
molekiiler markorlerdir. Genom diizeyindeki farkliliklar1 temsil eden, 06zgiill DNA
boliimlerini tanimlayan kisimlar molekiiler markoér olarak kullanilir. Cesitlilik
analizlerinde yaygin olarak kullanilan molekiiler markdrlere 6rnek olarak, boliinerek
cogaltilmis polimorfik dizi (CAPS), dizi isaretli bolge (STS), kisa dizi tekrar1 (SSR), tek
niikleotid polimorfizmi (SNP) ve kisa dizi tekrarlar1 arasi (ISSR) verilebilir (Ates-
Sonmezoglu ve dig., 2012; Babayeva ve dig., 2009; Khlestkina ve Salina, 2006).
Molekiiler markdrler protein veya gen olarak segilir. Proteinlerin karakter c¢esitliligi
amino asit sayisindan dolayr (22 adet), DNA’dan (4 niikleotid) daha fazladir. Fakat
DNA’lar igerdikleri korunmus gen dizileri dolayisiyla daha giivenilir olup, niikleer
genomda ya da plastidlerdeki markor diziler, filogenetik ¢alismalarda ve cografik olarak

ayrilmis populasyonlardaki taksonlari karsilagtirmada siklikla kullanilmaktadir.

Tablo 2.3: Yaygin kullanilan molekiiler markér tekniklerinin karsilastirilmasi.

. . . Gerekli
Markor Gen‘omdakl Uretkenlik Pollmorflgm R L(.).kL.J.SV . DNA Uygulama alani
miktari derecesi ozgiilliigii ]
miktari
RFLP Yiiksek Yiiksek Orta Var Yiiksek Fiziki haritalama
RAPD Yiiksek Diisiik Orta Yok Diisiik Gen igaretleme
SSR Orta Orta Orta Yok Diisiik Genetik gesitlilik
SSCP Diisiik Orta Diisiik Var Diisiik SNP haritalama
CAPS Diisiik Yiiksek Diistik Var Diisiik Allel gesitliligi
SCAR Diisiik Yiiksek Orta Var pigik o0 isaretleme,
fiziki haritalama
AFLP Yiiksek Yiiksek Orta Yok Orta Gen igaretleme
IRAP Yiiksek Yiiksek Orta Var Diisiik Genetik gesitlilik
REMAP Yiiksek Yiiksek Orta Var Diisiik Genetik gesitlilik
RAMPO Orta Orta Orta Var Diisiik Genetik gesitlilik

Ideal molekiiler markér tekniklerinde bulunmasi gereken dzellikler;

Polimorfik olmasi ve tiim genomda yaygin bulunmasi,
Cevresel faktorlere bagl olarak degisim gostermemesi,
Genetik farkliliklar i¢in yeterli veri saglamasi,

Bagimsiz ve giivenilir olmasi,

o ~ w0 DN e

Basit, ¢cabuk ve diisiik maliyeti,
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6. DNA 0Ornegi ve doku isteginin kiiciik miktarlarda olmasi,
7. Farkli fenotiplerle baglantisinin bulunmasi,
8. Organizmanin genomuyla ilgili 6n bilgiye ihtiya¢ duyulmamasi

seklinde siralanabilir (Agarwal ve dig., 2008).

Molekiiler markér yonteminde, DNA molekiiliinde bulunan polimorfik bdlgeler tespit
edilmektedir. Bu markérler, polimeraz zincir reaksiyonuna bagli olmayanlar ve bagh
olanlar olarak ayrilir. PZR-bagli olmayan markorlerin ¢alisma prensibi hibridizasyon
teknigine dayanmaktadir. Bunlardan en iyi bilineni kesilmis parca uzunluk polimorfizmi
(RFLP) yontemidir. PZR-bagli markorlere 6rnek olarak rastgele ¢ogaltilmis uzunluk
polimorfizmi (RAPD), ¢ogaltilmis par¢a uzunluk polimorfizmi (AFLP), dizi 6zellikli
cogaltilmig bolgeler (SCARs), kisa dizi tekrarlar1 arasi (ISSR) ve retrotranspozonlar
arast ¢ogaltilmig polimorfizm (IRAP) verilebilir (Kalendar ve dig., 1999; Ridout ve
Donini, 1999; Staub ve dig., 1996).

Markor teknolojilerinin kullanimiyla gen kaynaklart agisindan énemli bitkilerin genetik
kokenleri ile ilgili oldukca yararli bilgiler saglanir. Bu bilgiler bitki 1slah¢ilart i¢in,
Ozellikle nadir bulunan genleri igeren gen kaynaklarinin arastirilmasi  ve
kullanilabilirligine karar vermek ag¢isindan 6nemlidir (Caliskan, 2005; Karagéz ve dig.,
2010). DNA markorlerinin 1slah galigmalari igin bitki materyallerinin seleksiyonunda
1yi bir ara¢ (Ovesna ve dig., 2002) ve bitki tiirlerinde genetik cesitliligi belirlemek i¢in

giivenilir bir teknik oldugu kanitlanmistir (Kellerhals ve dig., 2000).

2.2.1. Mikrosatelitler

Satelit DNA’lar, kodlanmayan ve art arda tekrar eden ¢ok genis DNA dizileridir.
Islevsel sentromerlerin temel yapi tast olan satelit DNA’lar, heterokromatinin de ana
yapisal bilesenidir (Knight, 2009). Mikrosatelitler, kisa dizi tekrarlart (SSR) veya kisa
bitisik tekrarlar (STR) seklinde DNA’da bulunan ve 1 ile 6 baz ¢ifti uzunlugunda olan
tekrar dizileridir (Turnpenny ve Ellard, 2005). Niikleotidlerde bir, iki, ii¢ veya dort
tekrarlar halinde ard arda sirali halde olan mikrosatelitler, bitki ve hayvan genomlarinda
bulunmaktadir. Ayrica tahil iiriinlerindeki mikrosatelitlerin, retrotranspozonlarla iliskili

oldugu goriilmiistiir (Ramsay ve dig., 1999).
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Mikrosatelitlerin tekrar sayilari mutasyona bagli oldugundan polimorfizm seviyeleri
yiiksektir ve bu nedenle populasyon genetigi calismalarinda kullanishidir. Mendel
kalitmma uyan mikrosatelit polimorfizmleri, tek bir lokustaki potansiyel allellerin

birden fazla olmasiyla temsil edilir (Weissenbach ve dig., 1992).

2.2.1.1. Kisa Dizi Tekrarlart Arast Gen Bolgeleri (Inter-Simple Sequence Repeats)
ISSR, mikrosatelit lokuslar1 arasindaki genom bolgelerini tanimlayan terimdir. iki
komsu mikrosatelit arasindaki bu dizi, uygun PZR primerleri kullanilarak ¢ogaltilir
(Seki 2.4) (Gupta ve dig., 1994). ISSR dizisinin evrimsel agidan korunmus olma
olasilig1 yiiksektir ve bu nedenle filocografik analizlerde (Nagy ve dig., 2003) ve tiir ici
ayirimda (Fritz ve dig., 2005) kullanilighdir.

ISSR

Primer = SSR dizisi + 1-4 segili baz
> NNNN

Sekil 2.4: Multi-lokus ISSR yontemi
2.2.2. Transpozonlar

Transpozonlar, genom i¢inde hareket edebilen ve genomda bagka bir yere eklenme
yetenegine sahip DNA parcalaridir. Bu tekrar eden diziler, kromozom bdlgeleri arasinda
transpozisyon araciligiyla yer degistirir. Barbara McClintock yarim ylizy1ll once
transpozonlart misir (Zea mays)’da kesfetmistir ve gelisimden sorumlu genlerin

anlatimini etkileyen “kontrol pargalar1” olarak tanimlamistir (McClintock, 1950; 1951).

Organizmalarin ¢ogu, transpozon aktivitesini baskilayan DNA metilasyonu, histon
modifikasyonu ve RNA interferens gibi ¢esitli epigenetik mekanizmalar gelistirir (Culi
ve Cao, 2014; Lisch, 2009; Slotkin ve Martienssen, 2007). Ayrica, bu epigenetik
mekanizmalar, farkli siniflardaki transpozon aktivesini kontrol eder ve biiyiikliigiine,
eklenme zamanina ve kromatindeki konumlarina bagli olarak degisir (Cui ve dig., 2013;

Ding ve dig., 2007; Yin ve dig., 2008; Zemach ve dig., 2013).
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Transpozonlar, transpozisyon mekanizmasina gore iki bilyiik gruba ayrilirlar (Lisch,
2013; Slotkin ve Martienssen, 2007). Bunlardan ilki, I. Smif transpozonlar olup
retrotranspozon olarak adlandirilirlar. 1. Sinif retrotranspozonlar, mRNA kodlanmasini
kullanarak, RNA’nin ortasinda transpozisyon olurlar. Kopyala-ve-yapistir seklinde yer
degistirirler ve genomda orijinal kopyas1 kalir. I. Smif transpozonlar, uzun ug tekrarlar
(LTR-long terminal repeats) ve LTR-olmayan retrotranspozonlart igerir (Kumar ve
Bennetzen, 1999).

I1. Sinif transpozonlar, McClintock (1984) tarafindan kesfedilen DNA transpozonlaridir.
DNA cift sarmalinda kes-ve-yapistir mekanizmasiyla hareket eder. Helitron digindaki
bitki DNA elementleri ters ug tekrarlar (TIR- terminal inverted repeats) ile sonlanirlar.

Bunlar transpozazlarin baglanma kisimlaridir.

Her iki simif transpozonlar da otonom ve otonom-olmayan elementler igerir. Otonom
elementlerde islevsel transpozaz (geri transkriptaz) kodu bulunur. Ancak, otonom-
olmayanlar, otonom elementlerin transpozisyon i¢in kodladig transpozazlara baglidirlar
(Feschotte ve dig., 2002).

Transpozonlar ya genom ig¢inde hareket eder (transpozisyon) ya da genom igindeki
kopyalarinin sayisini artirir (replikasyon) (Bennetzen, 2000). Bu agidan transpozonlar
haraketliliklerine gore de, aktif ve inaktif olarak da ayrilabilir. Inaktif transpozonlar
tirlerin evriminin erken dénemlerinde transpozisyon yapmistir ve bu giin bulundugu
kromozom bdlgelerine yerlesmistir. Bu nedenle inaktif transpozonlar molekiiler fosiller
olarak da degerlendirilmektedir. Cevresel kosullar gibi etmenlerle epigenetik yapilara
etki ederek aktif veya inaktif transpozonlar degisebilir. Transpozonlar, genlerin yakin
bolgelerine veya genlerdeki promotoér kisimlarina da eklenebilmektedirler. Bu

bolgelerdeki gen anlatimini susturarak diizenleme yapmaktadirlar.

Bitki genomik DNA’sinin biiyiik bir kismi, bu farkli transpozon elementleriyle
kurulmustur. Bitkilerdeki genom biiyiikliigli transpozon elementlerinin miktariyla
baglantilidir. Piring (Oryza sativa) genomu, Arabidopsis thaliana genomuyla
kiyaslandiginda, igerdigi transpozon elementlerindeki tekrarli dizilerin daha biiyiik

kismina sahip oldugu goriilmektedir (Belo ve dig., 2008; Zhang, 2008).
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2.2.2.1. Retrotranspozonlar (Z. Stnif Transpozon)

Retrotranspozonlar, RNA’y1 transpozisyon aracisi olarak kullanmaktadirlar. RNA
polimeraz enzimi transpozonu transkripte eder ve ters transkriptaz ile cDNA
olusturulur. Bu cDNA da genom igindeki hedef bolgeyi taniyarak eklenir. Kopyala —
yapistir yontemini kullanmaktadirlar (Huang ve dig., 2009; Marco ve Marin 2005;
Wicker ve dig., 2007). Bu nedenle yeni kopyalarin katilmasi sonucu genom ¢esitlenir ve
eski kopyalar varligmi siirdiirtir. Genomdaki bu sekilde sayilarinin fazlalagmasi
nedeniyle genom boyutuyla retrotranspozonlar baglantilidir. Bitki genomlarinda toplam
DNA’nin biiyiik ¢ogunlugu bu elementlerin binlercesini icerir (Schulman ve Kalendar,
2005).

Retrotranspozonlar, replikasyonlar1 ve genomdaki bolgeler ile birlesmeleri i¢in gerekli
olan proteinleri kendileri kodlayabilmektedir (Sabot ve Schulman, 2006). Yapisal
organizasyonlari ve kodladiklar1 geri transkriptazlardaki amino asit benzerliklerine gore
retroelementler iki alt sinifa ayrilir. Bunlardan ilki LTR retrotranspozonlaridir. Protein
kodlar retroviriisler ile benzerdir. LTR retrotranspozonlari Copia ve Gypsy olmak tizere
iki siiper aile igerir (Wei ve Cao, 2016). ikinci retrotranspozon alt sinifi ise LTR-
olmayan retrotranspozonlardir ve uzun dagmik niikleer elementler (LINE- long
interspersed nuclear elements) ile kisa dagmik niikleer elementler (SINE- short
interspersed nuclear elements) olarak iki siiper aileye ayrilir (Wei ve Cao, 2016).
Terminal tekrarlari olmayan bu grubun amino asitlerinin, retroviriislerin kodladigi

proteinlere benzerligi 6nemli derecede azdir (Agarwal ve dig., 2008).

Retrotranspozonlarin u¢ kisimlarinda bulunan LTR retroelementlerinin 5° ucunda
primer baglanma bdlgesi (PBS-primer binding side) vardir. 3’ kismi da polipiirin
sistemi (PPT-Polypurine Tract) dizileri igerir (Eickbush ve Jamburuthugoda, 2008).
LTR-olmayan retroelemenler, 3’ uclarinda transkripsiyon sonucu olusan poly-A
kuyruklar1 vardir. Retrotranspozonlar genoma baglanmak icin, transkripsiyon, geri
transkripsiyon ve olusan yeni cDNA kopyalariin eklenmesi sirasini izleyerek replike
olurlar (Agarwal ve dig., 2008). Bitki genomlarindaki tekrarli DNA dizilerinin biiyiik
kismim retrotranspozonlar olusturur (Kumar ve Bennetzen, 1999). Uriin verimi yiiksek
olan bitkilerde, toplam DNA’nin %40 ile %70’lik kismi LTR retrotranspozonlartyla
kaphdir (Pearce ve dig., 1996; SanMiguel ve dig., 1996; Shirasu ve dig., 2000). Misir
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genomu, piring genomundan yaklasik bes kat biiyiiktiir. Bunun sebebi ise, misirdaki

LTR retrotranspozonlarinin yogun amplifikasyonlaridir (Tenaillon ve dig., 2010).

2.2.2.2. Bagy-1 Retroelementi

Bagy-1, LTR retrotranspozonu Hordeum vulgare’de karakterize edilmistir (Panstruga ve
dig., 1998). Kromodomaindeki Ty3/Gypsy retrotranspozonunda tanimlanmigtir (Malik
ve Eickbush, 1999) ve Bagy-1 terimi Marin ve Llorens (2000) tarafindan onerilmistir.
Kromoviriis, Ty3/Gypsy retroelementinin en erken filogenetik atasi kabul edilmektedir

(Gorinsek ve dig., 2004; Gorinsek ve dig., 2005; Kordis, 2005).

4 = _- ’
INT
RH
RT

MA CA  NC PR

Sekil 2.5: Bagy-1 retroelementi. Dis kisitmlar LTR dizileri, i¢ kistmda ise aminoasit motifleri
gosterilmektedir. PBS; primer baglanma bolgesi, MA; matriks, CA,; kapsid, NC;
niikleokapsit, PR; proteaz, RT; geri transkriptaz enzimi, RH; RNazH, INT; integraz, PPT;
polipiirin sistemi (http://gydb.org/images/b/b3/Bagy-1.png)°.

Bagy-1 genomda 14,4 kb kadardir ve bunun 4,2 kb’mi1 LTR’ler olusturmaktadir. I¢
kismi primer baglanma bolgesini (PBS-primer binding side) igerir ve gag-pro ve pol
genleri olmak {izere iki ag¢ik okuma gergevesi (ORF-open reading frames) bulunur.
Polipiirin sistemi (PPT-polypurine tract) de 3’LTR dizisine yakin bulunur (Sekil 2.4)
(Panstruga ve dig., 1998).

2.2.2.3. Retrotranspozonlar Arast Cogaltilmig Polimorfizm (Inter-Retrotransposons
Amplified Polymorphism)
I. Smif retrotranspozonlar (hem LTR hem de LTR-olmayan elementler) filogenetik ve
taksonomik ¢alismalarda yaygin olarak kullanilmaktadir. Copia-benzeri (Kumar, 1996;
Voytas ve dig., 1992) ve gypsy-benzeri (Suoniemi ve dig., 1998) retrotranspozonlar tim
bitkiler aleminde bulunur. Retrotranspozonlar, uzunluklari, belirlenebilirligi, korunmus
dizileri ve replikasyon-aktif-elemanlariyla yeni eklenmis polimorfizm iriinleri
olusturmalarindan dolayr molekiiler markor sistemlerinin gelistirilmesine katki

saglamistir (Kalendar ve dig., 1999).

5(http://gydb.org/images/b/b3/Bagy-1.png). [Ziyaret Tarihi: 29 Mart 2016].
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Multi-lokus PZR tabanli profilleme g¢alismalarinda kullanilan bu yontemlerden biri
retrotranspozonlar arasi ¢ogaltilmis polimorfizm (IRAP) metodudur. Cogalan kisim

LTR retrotranspozonlar1 arasindaki lokuslardir (Sekil 2.6).

IRAP

1. Primer=LTR elementi

=
Cal

LTR LTR

"]
<

2. Primer=LTR elementi

Sekil 2.6: Multi-lokus IRAP yontemi

IRAP yontemi ile iki retroelementin arasindaki DNA pargalarini ¢ogaltarak,
retrotranspozonlarin eklenmesiyle olusan polimorfizmler tespit edilmektedir. Bu iki
komsu retrotranspozonlar arasi bolge cogaltildigindan dolayi, LTR dizilerinin dis
kismin1 temsil eden bir ya da iki primer kullanilabilmektedir. Bu iki primer ayni
transpozon ailesinden olabildigi gibi farkli transpozon gruplarindan da segilebilir.
Genomdaki s6z konusu hedef bdlgelerin c¢ogaltimi sonucu olusan PZR iiriinleri,
aragtirilan genotiplerin parmakizi modellerini temsil etmektedir (Kalendar ve Schulman,
2014).

2.3. FILOGENETIK ANALIiZ

Filogeni; tiirlerin evrimsel tarihidir. Filogenetik; filogeninin ¢aligma alanidir. Molekiiler
filogenetik analizlerde dendrogramlar kullanilarak belli gen veya protein dizileri ile
tirlerin evrimsel iligkileri aydinlatilmaktadir (Yang ve Rannala, 2012; Choudhuri,
2014). Filogenetik, karsilastirmali genomik i¢in temel saglar. Karsilagtirmali genomik;
farkli tiirlerin genomlar1 arasindaki iliskileri calisir. Genomdaki benzer veya farkli
bolgelerin tanimlanmasina yardim eder. Karsilastirmali genomikte en 6nemli adim

genlerin saptanmasidir (Choudhuri, 2014).

Tiirlerin evrimsel iligkisinin yanisira, filogeni paraloglar arasindaki baglantilar1 da

aciklar. Bunlar gen ailesi (Maser ve dig., 2001) olabildigi gibi popiilasyon ge¢misi
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(Edwards, 2009), patojenlerin evrimi ve epidemiyolojik dinamikleri (Marra ve dig.,
2003; Greenfell ve dig., 2004), farklilasma ve kanser gelisimi siirecindeki somatik
hiicrelerin atasal iliskileri (Salipante ve Horwitz, 2006) ve dil biliminin evrimsel tarihi

(Gary ve dig., 2009) seklinde ayrica 6rneklendirilebilir.

2.3.1. Filogenetik Agaclar

Cesitli taksonlarin evrimsel iliskilerini gosteren diagramlardir. Kollara ayrilan bu
diagramlarda digiim ve dal bolgeleri kiyaslanir. Agacin dallanmis pargasi topolojiyi
olusturur. Dallanmaya baslayan nokta kok olarak isimlendirilir. Diigiimler tiirler (veya
daha yiiksek taksonlar), populasyonlar, genler veya proteinler gibi taksonomik gruplari
temsil eder. Bir dal yalnizca iki diigiim igerebilir. Filogenetik agagta terminal digiim
yapraklar1 taksonomik tnitelerin iliski noktas1 (OTUs-operational taxonomic units)
olarak isimlendirilir (Choudhuri, 2014).

Filogenetik agacin olusturulmasinda ii¢ yontem takip edilir. Bunlardan iki tanesi
karakter temelli yontem olan maksimum siklik (MP) ve maksimum benzerlik (ML)
yontemleridir. Ugiincii yontem de uzakliga dayali bir analizdir. Uzaklik yontemlerinden
en 1iyi bilinenleri komsu birlestirme (neighbour joining) ve UPGMA (unweighted pair
group method using arithmetic averages) yontemidir. Tez c¢alismasi kapsaminda,
Pistacia lentiscus L. yabani tiir ve kiiltlir varyetelerindeki tiir i¢i varyasyonlar1 ISSR ve
IRAP teknigi kullanilarak arastirilmis olup UPGMA dendrogramlari iizerinden

filogenetik analizleri yapilmigtir.
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3. MALZEME VE YONTEM

3.1. BITKi MATERYALI

Tez kapsaminda analizi yapilan Pistacia lentiscus L. tirii Tiirkiye’nin dogal yayilis
gosteren farkli populasyonlarindan toplanarak +4°C’de saklandi. (Tablo 3.1). Bu siire
sonunda laboratuvara ulastirilan &rnekler —80°C’de donduruldu. Tiiriin TUBIVES

verileri (Sekil 2.2 ve Sekil 2.3) ve Tiirkiye Floras: kayitlar incelenerek Istanbul (A2),

Izmir (B1), Aydimn (C2) ve Mugla (C1, C2) bdlgelerinden 6rnekleme yapildi.

Tablo 3.1: Calismada kullanilan bireylerin lokasyon kayitlar1 ve koordinat bilgiler.

Grid

No  Birey Yer, tarih ve toplayan kisi no Rakim Koordinatlar
Koytin batisindaki dagin orta kesimleri, ¢ali, 37941°46.33"K
1) L2A Karakuyu K&yii, Milas/MUGLA, C1 19m 27%1°4 4' 62"D
01.08.2014, Riza Serttas )
Koyiin batlsmdakl"dall.gln grta kesnplen, cali, 37°41°46.33"K
2) L2B Karakuyu Koyii, Milas/MUGLA, C1 19m 27941°44.62”D
01.08.2014, Riza Serttas )
Goliin giiney kiyisi, yol kenari, ¢ali, Omms »
3) L11A Bafa Golii, Milas/MUGLA, C1 118 m g;og,gg'gg,,g
03.08.2014, Riza Serttas )
Goliin giiney kiyisi, yol kenari, gali, Om s "
4) L11B Bafa Golii, Milas/MUGLA, C1 118 m g;ogg,gg'gg,,g
03.08.2014, Riza Serttas )
Koyiin batisinda bulunan dagin dogu
yakasindaki yukse?k kesimlerinden gecen 37°19°44 747K
5) L16A patika, ¢all, 5 C1 172 m 27939°07.03”D
Ovakislacik Koyt, Milas/MUGLA, ’
04.08.2014, Riza Serttas
Koyiin batisinda bulunan dagin dogu
yakasindaki yukst?k kesimlerinden gecen 37°19°44 747K
6) L16B patika, call, C1 172 m 97939°07 03”D
Ovakislacik Koyii, Milas/MUGLA, ’
04.08.2014, Riza Serttas
Koyiin batisinda bulunan dagin dogu
yakasindaki yukse?k kesimlerinden gegen 37°19°44 74K
7) L16C patika, ¢al, C1 172 m 27939°07.03”D
Ovakislacik Koyii, Milas/MUGLA, :
04.08.2014, Riza Serttas
Koyiin dogusundaki yarimadanin
kuzeyindeki deniz kenari, agag¢ formu, 37°16°55.88”K
8) LL7A Kiyikislacik koyii, Milas/MUGLA, 1 om 27°35°21.58"D

04.08.2014, Riza Serttag
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Tablo 3.1 (Devam):

Koyiin dogusundaki yarimadanin
kuzeyindeki deniz kenari, agac,

37°16°55.88"K

9 LB Kiyrkslacik kdyii, Milas/MUGLA, cl om 27°35°21.58"D
04.08.2014, Riza Serttas
Koyiin dogusundaki yarimadanin
kuzeyindeki deniz kenart, ¢ali, 37°16°55.88"K
10)  Lre Kiyikislacik kdyii, Milas/sMUGLA, ¢l om 27°35°21.58’D
04.08.2014, Riza Serttas
Kdyiin dogusundaki yarimadanin bati
yamacindaki deniz kenari, agag, 01,5 ’
1)  LI8A Kuyikislacik kéyii, Milas/MUGLA, ¢l om g;o;g,igg,,g
04.08.2014, Riza Serttas )
Koyiin kuzeydogusunda yol ile deniz arast,
cali, 37°17°01.10°K
12)  LI9A Kuyikislacik Koyii, Milas/MUGLA, ¢l 43m 27°34°32.55”D
04.08.2014, Riza Serttas
Koyiin giineybatisindaki Zeytinlikuyu
mahallesinin bulundugu koyun dogu kiyisi, 37°15°32.727K
13) L28A cal, C1 8m 27931°28.48"D
Kiyikislacik Koyii, MilassMUGLA, '
06.08.2014, Riza Serttas
K&yiin giineybatisindaki Zeytinlikuyu
mabhallesinin bulundugu koyun kuzey ucu, 37°15°32.727K
14) L28B cal1, C1 8m 27931°28.48"D
Kiyikislacik Koyii, Milas/MUGLA, ‘
06.08.2014, Riza Serttas
Koylin giineybatisindaki Zeytinlikuyu
mahallesinin kuzey dogusundaki tepenin 015 »
15)  L29A yitksek kesimleri, cali, c1 8 m g;ogzézgg
Kuyikislacik Koyii, Milas/MUGLA, '
06.08.2014, Riza Serttas
Bodrum’un giiney kiyisindaki yarimadanin
kuzeyindeki tepe, cali, 37°01°45.05”K
16) L21B Bodrum/MUGLA, 1 1m  5750205D
05.08.2014, Riza Serttas
Bodrum’un giineyindeki yarimadanin
batisindaki koyun dogu kiyist, ¢ali, 37°01°45.05”K
1 L22A Bodrum/MUGLA, 1 1m  5750205D
05.08.2014, Riza Serttas
Bodrum’un giineyindeki yarimadanin
batisindaki koyun dogu kiyis, ¢ali, 37°01°45.05°K
18) L22B Bodrum/MUGLA, cl 16m 27°25°02.05”D
05.08.2014, Riza Serttas
Bodrum’un tersane kalintisi, On1» ’s
19) L23A Bodrum/MUGLA, cl 16m g;og;,g;gg,g
05.08.2014, Riza Serttas )
Koyiin bati kiyisindaki deniz kenari, 37°8%°11.80"K
20) L24A Giivercinlik Koyii, Bodrum/MUGLA, Cc1 3m 57°34°51.94”D
05.08.2014, Riza Serttas )
Koyiin bat1 kiyisindaki yiiksek kesimler,
0 2 29
21)  L25A cali, c1 3m 37°08’11.80"K

Giivercinlik Koyii, Bodrum/MUGLA,
05.08.2014, Riza Serttas

27°34°51.94”D
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Tablo 3.1 (Devam):

Koyiin kuzeye giden yolun dogusundaki
camii bahgesi, ¢ali,

37°08°11.80"K

22)  L26A Giivercinlik Koyii, Bodrum/MUGLA, ¢l 3m 27°34°51.94”D
05.08.2014, Riza Serttas
Beldenin giineybatisindaki giristen hemen
sonra kuzeybatisinda kalan dagin yiiksek 045 »
23)  L30A kesimleri, cah, Cl  141m g;;gf ég;g
Yenidogan Beldesi, Soke/AYDIN, )
07.08.2014, Riza Serttas
Gocek marina yakinlarindaki deniz kenari,
agac, 36°45°39.44°K
24)  L33A Gocek, Fethiye/ MUGLA, c2 62m 28°56°04.64”D
08.08.2014, Riza Serttas
Gocek marina yakinlarindaki deniz kenari,
agac, 36°45°39.44°K
R LG Gocek, Fethiye/ MUGLA, 2 Gy 28°56°04.64”D
08.08.2014, Riza Serttas
Gocek’in kuzeybatisindaki dagin algak
kesimleri, ¢al1, 36°45°39.44”°K
26) @ Gocek, Fethiye/AYDIN, €2 B2m  58956°04.647D
08.08.2014, Riza Serttag
Ege Universitesi Bptaqik Bahgesi, 3797°K
27) LEU Bornova/IZM"IR, Bl 50 m 27913°D
12.10.2014, EUBB
Ege Universitesi Botaqik Bahgesi, 3797°K
28) LCHIA Bornova/IZM“IR, B1 50 m 27913°D
12.10.2014, EUBB
Cesme sakiz yetisjciriciligi, 38°16'K
29) LCESI1 Cesme/IZMIR, Bl 10m 26°18°D
01.10.2015, Metin Gemici
Cesme sakiz yetisjciriciligi, 38°16'K
30) LCES2 Cesme/IZMIR, Bl 10m 26°18°D
01.10.2015, Metin Gemici
Girit Adagl, 35.18°K
31) LG1 Girit/'YUNANISTAN - 200 m 5 4' 82°D
01.09.2015, Erdal Uzen '
Girit Ada.51, 35 18°K
32) LG2 Girit/'YUNANISTAN - 200 m 5 4' 82°D
01.09.2015, Erdal Uzen '
Girit Ada§1, 35.18°K
33) LG3 Girit/'YUNANISTAN - 200 m 5 4' 82°D
01.09.2014, Erdal Uzen )
Zeytinburnu T1bbi'Bitkiler Bahgesi, 40°58°59”K.
34) LZB Zeytinburnu/ISTANBUL A2(E) 10m 28953°59"D
01.08.2015, ZTBB
Istanbul Universitesi Alfred Heilbronn
Botanik Bahgesi, 41°0°43.5600”K
35) LBB Fatih/ISTANBUL, A2(E) 69 m 28°57°50.2164”D

22.12.2015, AHBB
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3.1.1. Bitkilerin Teshisi ve Herbaryum Materyali Haline Getirilmesi

Bitkilerin teshisinde Tiirkiye Florasinin 2.cildi ve herbaryum 6rneklerinden yararlanildi.
Ayrica DNA izolasyonlar1 yapilmadan 6nce bitki materyalleri herbaryum Ornegine
dontstiirilmek tizere uygun sartlarda kurutulup etiketlenmesi yapildi. Bu amagla,
bireyler yaprak, yaprak¢ik ve meyve durumlarina gore sahit ornekleri gazete kagidina
yerlestirildi. Dogadan toplanan bitki bireylerine verilen kod adlar1 gazete kagitlarinin
koselerine yazildi ve ayr1 bir kdgida arazi defterine alinan notlar (lokasyon bilgileri,
tarith kaydi, ylikseklik ve koordinat bilgileri vb.) yazilip bitkinin bulundugu gazete
kagidinin kosesine kondu. Presleme asamasinda bitkilerden suyun uzaklastiriimasi
amaciyla kurutma kagitlart diizenli araliklarla kontrol edildi ve degistirildi. Ilk
preslemeden sonra 4 giin arayla presleri yenilendi ve ardindan gegen 6 giinde, iki giinde
bir olmak {izere sadece kurutma kagitlar1 degistirildi. Calismaya sonradan eklenen yeni
orneklerin kurutma islemleri ayni siire izlenerek yapildi. Ocak 2015 tarihinde ise
herbaryum oOrnekleri en az 3 giin bekletilecek sekilde -20°C’de donduruldu ve
dekontaminasyon asamasi gergeklestirildi. Daha sonra 6rnekler herbaryum kartonuna
yerlestirildi ve dikkatli bir sekilde yapistirildi. Bitkilerin sabit durmasi amaciyla
yapiskan kagit bantlar kullanildi. Kuru 6rneklerin kirilmamasina 6zen gosterilerek
uygun noktalarindan bantlandi. Kartonun sag alt kismina etiketi yerlestirildi (Sekil 4.1;

Sekil 4.2).

3.2. YAPRAK MORFOLOJISI ANALIiZLERI

Bitkilerin morfolojik dl¢limleri yapildi. Bu amagla herbaryum materyalleri kullanilan
bireyler, yaprak¢ik ucu ¢ikintisi boyu, eksen eni, eksen boyu, yaprak eni, yaprak boyu,
yaprakeik eni, yaprak¢ik boyu (Sekil 3.1) ile yaprakcik sayisi ve yaprakeik sekli
bakimindan incelendi. Gézlemler sirasinda stereomikroskop kullanildi. Fotograflamada
dleek 0,5 mm ve 1 cm olarak ayarlandi. incelenen her bir karakter icin 5 farkli 6l¢iim
alindi. Elde edilen veriler ile varyans analizi (ANOVA) yapildi. Bu amagla PASW
Statistics 18 yazilim programinda tek yonli ANOVA i¢in iki yonlii Dunnet testi
uygulandi. Degerler arasinda anlamli fark olup olmamasi bu asamada degerlendirildi.
Ayrica, veri gruplar arasindaki iligkilerin belirlenmesi amaciyla Pearson korelasyon

testi yapildi.
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Sekil 3.1: Morfolojik 6l¢timii yapilan kisimlar (yaprak ucu ¢ikint1 boyu, eksen eni, eksen boyu,
yaprak eni, yaprak boyu, yaprakgik eni ve yaprakgt boyu) gortilmektedir.

3.3. DNA iZOLASYONU

Pistacia lentiscus orneklerinin genomik DNA izolasyonunda, Lodhi ve dig. (1994)’nin
gelistirdigi CTAB-izolasyon-Yontemi’ndeki stok ¢ozeltiler (Tablo 3.2) sabit tutulmak
lizere tampon ¢ozeltiler (Tablo 3.3) degistirilerek kullanildi. Izolasyon &ncesinde olasi
kontaminasyonlari engellemek amaciyla hazirlanan stok ¢ozeltilerin ve diger
malzemelerin (havan, havaneli vb.) 120°C’de 20 dk. (ALPIN AIR JET Vakumlu)
otoklav cihazinda sterilizasyonu yapildi. -80°C’de bekletilen bitkilerin yapraklarina
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%70’1ik etil alkol ile ii¢ defa ve dHO ile bir defa olmak iizere ylizey sterilizasyonu
uygulandi.

Tablo 3.2: CTAB izolasyon yonteminde ve agaroz jel elektroforezinde kullanilan kimyasallar.

Kimyasal malzeme Molaritesi ~ Uriin ad1

1) Etilendiamin tetra asetik asit, disodyum (EDTA) 500 mM SIGMA, E7637-1G

2) 'I_'ris(hidtoksimetiI)aminometan, Hidroklorik asit 1M Trizma base; SIGMA, T6066-1KG,
(Tris-ClI) HCI; Merck, 5L

3) Sodyum klorid (NaCl) 5M SIGMA, 1 kg

4) Hekzadesil trimetil amonyum bromid (CTAB) %10 SIGMA, H9151-100G

5) B-Merkaptoetanol (3-ME) - SIGMA, M3148-100ML

6) Polivinilprolidon (PVP) - SIAL, P5288-100G

7) Kloroform (Chloroform) - SIAL, 24216-2.5L-R

8) 1-Oktanol (1-octanol) - SIAL, 297887-100ML

9) Etanol (EtOH) - SIGMA ALDRICH, 32221-2.5L
10) Riboniikleaz A (Rnase A) 10 mg/ml SIGMA, R6513-10MG

11) Distile ve ultra piir su (dH,0) - ELGA REZERVOIR

12) Borik asit - SIGMA, B6768-1KG

13) Etidyum Bromiir (EtBr) - SIGMA, E7637-1G

14) Bromofenol mavisi (Bromophenol Blue) - SIGMA

15) Ksilen siyanol (Xylene Cynaol FF) - SIGMA

16) Gliserol (Glycerol) - SIGMA

Tablo 3.3: CTAB izolasyonunda kullanilan tamponlar.

Tampon adi Tampon miktari Uygulanan miktar
1) % 70 EtOH 7:3 (Absolii Etanol: dH,0) -
2) Ultra piir H,0O - -
3) Ekstraksiyon tamponu 20 mM EDTA pH 8 5mil
100 mM Tris-Cl pH 8
1,4 M NaCl
%2 CTAB
4) 3-Merkaptoetanol % 0,3 B-ME 12 ul
5) Kloroform: oktanol 24:1 (Kloroform: oktanol) 5ml
6) NaCl 5M -
7) % 95 EtOH 9,5:0,5 (Absolii Etanol: dH,0) -
8) % 76 EtOH 7,6:2,4 (Absoli Etanol:dH,0) 100 pl
9) IXxTE 10 mM Tris-Cl, 50 ul
1 mMEDTA
10) RNaz A 10mg/ml 0.5 ul

Steril bistiiri ile kesilen yapraklar havana aktarilip sivi azot ve PVP (Polivinilprolidon)
eklenerek pargalandi. 65°C (WISE BATH) sicak su banyosunda isitilan ekstraksiyon
tamponundan 5 ml ilave edilip iyice karistirildi ve iizerine %0,3 B-ME (Beta-
Merkaptoetanol) eklenip 60°C’de GRANT-QBA?2 cihazinda inkiibasyona birakildi. Oda
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1s1sinda sogumaya birakilan drneklerin {izerine igerisindeki sivi1 ile ayn1 miktarda (+4°C)
kloroform: oktanol eklenerek ters-diiz yontemiyle karismaya birakildi. 6000 rcf’de, 15
dk siireyle 22 °C’de santrifiij edildi (SIGMA 3-30K Ultrasantrifiij). Ardindan iist
stvidan alinan &rnek miktarinin % katt NaCl ve 2 kat1 % 95 EtOH konulup +4°C’de
niikleik asit belirene kadar bekletildi.

Inkiibasyonun ardindan 13000 rpm, 20 dk ve +4°C’de santrifiij yapildi (Eppendorf
Centrifuge 5417R). Siipernatant1 dikkatli bir sekilde dokiildiikten sonra itizerine %76
EtOH eklenerek kisa siireli santrifiij edilip, alkol pipetaj yapilarak atildi ve 37°C’de
alkoliin u¢masi i¢in kurumaya birakildi. Kuruyan ve DNA igeren pelleti ¢ozmek i¢in 1x
TE eklendi ve ¢ozdiikten sonra RNaz enzimi ilave edildi. Enzimin aktivitesi igin tekrar
37°C’de 15 dk inkiibasyona birakildi.

3.3.1. Genomik DNA’larin Miktarinin ve Safliginin Belirlenmesi

P. lentiscus orneklerinden izolasyonu yapilan gDNA’larin miktarlarinin ve saflik
degerlerinin Ol¢lilmesinde spektrofotometrik yontem kullanildi. Bu amagla gDNA’larin
absorbans degerleri ve konsantrasyonlar1 (EK 1.) Thermo Scientific Nanodrop 2000
cihaziyla 6l¢iildii. 260 ve 280 nm ‘deki absorbans degerlerinin orani (1,70-2,10) niikleik
asitler i¢in saflik derecesini gostermektedir (Huss ve dig., 1983). 230 degerleri fenolik
bilesikler gibi yabanci maddelerin kirliligini belirttiginden dolayr 260/230 oranlari
kirliligin berlirlenmesinde kullanildi. DNA 6rneklerinin agaroz jel elektroforezi yapildi

ve PZR galigmalar1 yapilana kadar -20°C°de muhafaza edildi.

3.3.2. Genomik DNA’larin Agaroz Jel Elektroforezi

Absorbans degerleri bilinen gDNA molekiilleri %0,8’lik agaroz jel kullanilarak
elektroforez yontemiyle analiz edildi. Tampon ¢odzeltinin miktarina gore tartilan agaroz,
1x TBE (Tris-Borik asit-EDTA) tampon igerisinde mikrodalga firinda eritildi. 100 ml
cozelti icin 12 pl EtBr (etidyum bromiir 10 mg/ml) eklenip jel kasetine dokiildii.
Taraklar1 uygun sekilde yerlestirilen jel katilagincaya kadar 1sik almayan ve kuru bir
yerde bekletildi. lyice katilastiktan sonra taraklar1 dikkatli bir sekilde cikarilan jel
yavasca tanka yerlestirildi. 1 pl yiikkleme tamponu (6x loading dye) ve 5 ul DNA 6rnegi
olacak sekilde hazirlanip jel kuyularina yiiklendi (Tablo 3.4). 200 voltta 20 dk yiriitiilen
orneklerde “PERKIN ELMER GELIANCE 200 Imaging System” cihazinda
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“GeneSnap” yazilim programi kullanilarak, elde edilen bant profillerinin goriintiileri

alindi.

Tablo 3.4: Agaroz jel elektroforezinde kullanilan stok tampon bilesenleri.

Tampon Bilesenler Miktar
1 890 mM Tris 107,8146 gr
1OLX TBE 20 mM EDTA pH 8,0 7,4448 gr
890 mM Borik Asit 55,0287 gr
EtBr Etidyum bromiir, 10 mg Etidyum bromiir,
d H,0 1 mldH,0

10 mM Tris-Cl (pH 7,6) 200 pl

0, ..
6x loading dye % 0,03 Bromofenol mavisi 0,006 gr

20 ml % 0,03 Ksilen siyanol 0,006 gr
% 60 Gliserol 12 ml
60 mM EDTA 2,4 ml

Y(AXTBE olmast igin 1/10 sulandirildi.)

3.4. POLIMERAZ ZINCiR REAKSIYONLARI

Polimeraz zincir reaksiyonlar1 yapmak amaciyla genomik DNA &rnekleri uygun
oranlarda sulandirildi (EK 2). Primerlerin optimizasyonlar1 kademeli PZR (gradient-
PCR) ile gergeklestirildi ve uygun baglanma sicakliklari tespit edildi. Bu amagla, her bir
primer i¢in 12 farkli kosula ayni anda PZR sicaklik dongiisii uygulandi. Sicaklik
degerleri, T,,’C -5°C ile T,°C +5°C olarak belirlendikten sonra “Thermo Scientific

Arktik Thermal Cycler” cihazinda “Grad” programina girildi.

Tablo 3.5: PZR bilesenleri.

Bilesen ad1 ve molaritesi Uriin kodu
PZR tampon, 10x SIGMA-D4545-250UN-P2317
MgCl,, 25mM SIGMA-D4545-250UN-M8787
Tag DNA polimeraz, 250U SIGMA-D4545-250UN- D6677
dNTP karisimu,
dATP, 10mM DNTP100-1KT- D6920
dCTP, 10mM DNTP100-1KT- D7045
dGTP, 10mM DNTP100-1KT- D7170
dTTP, 10mM DNTP100-1KT- T7791
Primer ISSR, IRAP
gDNA -
H,O -

PZR iiriinleri 1xXTBE tamponda, %1,5 agaroz jel ile elektroforez yontemiyle kontrol
edildi. Bantlanmalarin en iyi gozlendigi sicaklik degeri, mevcut primer i¢in T, olarak

kullanildi. T, sicakliklari, uygun tampon kosullari1 ve miktarlar1 belirlenen primerlerin
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her biri i¢in 35 6rnek PZR uygulandi. Sonuglar agaroz jel elektroforez yontemiyle
belirlendi.

3.4.1. ISSR Polimeraz Zincir Reaksiyonlari

Tablo 3.6’daki ISSR primerlerinin her biri, 35 6rnek (Tablo 3.1) i¢in polimeraz zincir
reaksiyonu yapildi. Bu amagla, PZR bilesenleri (Tablo 3.5); 1x PZR tampon (2,0 ul),
MgCl; (2,0 ul), ANTP karisim (0,4 pl), 1U Tag DNA polimeraz enzimi (0,2 pl), primer
(1 ul), DNA 6rnegi (1 ul), su (13,4 ul) olacak sekilde 20 pl hazirlandi.

Dongii sicaklik ve siireleri su sekilde uygulandi:

e Birinci asama; ilk denatiirasyon 95°C — 5 dk,
e ikinci asama; 35 dongii icin denatiirasyon 95°C — 30 sn, baglanma tablo
3.6.’daki T, sicakliklari, uzama 72°C — 1 dk,

e Ugiincii asama; son uzama 72°C — 5 dk olarak ayarland.

Tablo 3.6: ISSR-PZR i¢in kullanilan primerler.

Primer adi  Kaynak Baz dizisi (5’-3°) T degeri (°C) T, degeri (°C)
ISSR1 UBC-864 ATG ATG ATG ATG ATG ATG 46,9 49,8
ISSR2 UBC-828 TGT GTGTGT GTG TGT GA 50,4 45,7
ISSR3 UBC-815 CTCTCTCTCTCTCTCTG 52,8 56,2
ISSR4 UBC-827 ACA CAC ACACACACACG 52,8 56,2
ISSR5 UBC-823 TCTCTCTCTCTCTCT CC 52,8 51,0
ISSR6 RAMP-TAG TAG AGA GAG AGAGAGAGAG 545 59,0
ISSR7 UBC-807 AGA GAG AGA GAG AGA GT 50,4 52,2
ISSR8 UBC-813 CTCTCTCTCTCTCTCTT 50,4 50,4
ISSR9 UBC-861 ACC ACC ACC ACC ACC ACC 60,5 57,6
ISSR10 UBC-862 AGC AGC AGC AGC AGC AGC 60,5 64,7
ISSR11 UBC-844A CTCTCTCTCTCT CTCTAC 53,7 53,7
ISSR12 17899A CAC ACA CAC ACA CAC AG 43,4 43,4

PZR iiriinleri agaroz jel elektroforeziyle goriintiilendi. Bu amacgla 100 ml 1xTBE, %]1,5
agaroz, 10 ul EtBr ve 1 ul 6x yiikleme boyas1 kullanilarak 3.2.3’te belirtildigi sekilde jel
hazirland1 ve 5 pl PZR 6rnegi uygulandi. Bant boylarini belirlemek amaciyla 5 pl 100
bg ladder (Sigma DirectLoad™ PCR 100bp_low ladder) kullamldi. Uriinler 80 voltta

yiiriitiildii ve jel goriintiileme sisteminde sonuglar alindi.



33

3.4.2. IRAP Polimeraz Zincir Reaksiyonlari

IRAP primerleri (Tablo 3.7), 35 6rnek ile polimeraz zincir reaksiyonlari gergeklestirildi.
Bu amagla, bilesenler; 1x PZR tampon (2,5 ul), 2,5 mM MgCl;, (2,5 ul), 0,4 mM dNTP
karisim (1 pl), 2U Tag DNA polimeraz enzimi (0,5 ul), 1 uM primer (2,5 ul), DNA
ornegi (1 pl), su (15 pl) olacak sekilde 25 pl hazirlandi.

Dongii sicaklik ve stireleri Kalendar ve dig. (2010) ve Symkal ve dig. (2011)’e gore

belirlendi. Buna gore:

e Birinci asama; ilk denatiirasyon 95°C — 3 dk,
e ikinci asama; 35 dongii icin denatiirasyon 95°C — 1 dk, baglanma Tablo
3.7.°deki T, sicakliklar1, uzama 68°C — 3 dk,

e Ugiincii asama; son uzama 72°C — 5 dk olarak uygulandi.

Tablo 3.7: IRAP-PZR igin kullanilan primerler.

- - 0 0
Primer TE kaynag- Baz dizisi (5°-3") ThnC T,C

adi pozisyonu degeri degeri
IRAP1  560LTR, Wis2 TTGCCTCTAGGGCATATTTCCAACA 61,4 60,0
IRAP2  2107LTR, Wilma AGCATGATGCAAAATGGACGTATCA 59,7 60,0
IRAP3  2109LTR, Daniela TAC CCC TAC TTT AGT ACA CCG ACA 61,0 60,0
IRAP4  2114LTR, Fatima GGACACCCCCTAATCCAGGACTCC 67,8 60,0
IRAP5  728LTR, Sabrina TGTCACGTCCAAGATGCGACTCTATC 64,8 60,0
IRAP6  432LTR, Sukkula GATAGGGTCGCATCTTGGGCGTGAC 67,9 60,0
IRAP7  LTR SukkulaLARD TAGGGTCGCATCTTGGGCGTGACA 66,1 60,0
IRAP8  2123LTR, Wham GGAAAAGTAGATACGACGGAGACGT 63,0 60,0
IRAP9  552LTR, Bagyl CGATGTGTTACAGGCTGGATTCC 62,4 60,0
IRAP10 1369LTR,BARE1  TGCCTCTAGGGCATATTTCCAACAC 63,0 60,0
IRAP11 LTR6149, BARE-1 CTCGCTCGCCCACTACATCAACCGCGTTTATT 70,8 60,0
IRAP12 LTR4,1111€1133 AGCCTGAAAGTGTTGGGTTGTCG 62,4 59,0
IRAP13 LTR7, 460 > 486 CACTTCAAATTTTGGCAGCAGCGGATC 64,8 60,0
IRAP14 LTR2,8 < 30 CTTGCTGGAAAGTGTGTGAGAGG 62,4 55,0

IRAP-PZR fiiriinleri de agaroz jel elektroforeziyle goriintiilendi ve bu amagla 100 ml
IXTBE, %1,5 agaroz, 10 ul EtBr, 2 pul 6x yiikleme boyasi, 10 pl PZR 6rnegi 3.2.3 teki
gibi hazirland1. Baz ¢ifti markorii olarak 5 pul 100 bg ladder (Sigma DirectLoad ™ PCR
100bp low ladder) kullanildi. Uriinler 80 voltta vyiiriitiildii ve jel goriintiileme

sisteminde sonuglar alindi.
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3.5. VERILERIN DEGERLENDIRILMESI VE FILOGENETIK ANALiZ

Polimeraz zincir reaksiyonu sonuglarini degerlendirmek tizere jel goriintiileri alindi.
Bant goriintiilerinin analizi sirasinda molekiiler agirliklar: tespiti amaciyla “Thermo
Scientific mylmageAnalysis v2.0” yazilim programi kullanildi. Herbir primer igin ayri
ayr1 yapilan analizlerde veriler manuel yontemle tespit edildi. Bireylerin tespit edilen
baz ¢iftinde bant verileri var (1) ve yok (0) olarak sayisal veri olusturularak hesaplandi.
Polimorfizm igerik bilgisi (PIC) degeri, PIC = 2Pi(1-Pi) formiiliine gore hesaplandi. Pi,
bir primer i¢in var olan polimorfik bantlarin frekansini temsil etmektedir (Bhat, 2002).
Analizlerin benzerlik katsayisi tablolar1 “Jaccard” benzerlik formiiliine gore yapildi
(Jaccard, 1908) ve benzerlik matrisleri PASW 18 yazilimi ile olusturuldu. Filogenetik
analiz sonuglari, ISSR ve IRAP i¢in Jaccard benzerlik katsayilarma gore ayri ayr
dendrogramlar olusturularak degerlendirildi. Bu amagla XLSTAT paket programinda
UPGMA kiime analizi dendrogramlar iretildi. ISSR ve IRAP verilerine dayanan
Temel Bilesen Analizi (PCA) ile genotiplerin P. lentiscus gen havuzundaki dagilimlari

degerlendirildi. PCA analizleri XLSTAT paket programi kullanilarak gergeklestirildi.
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4. BULGULAR

4.1. ARAZI SONUCLARI VE HERBARYUM DUPLETLERI

Tez kapsaminda kullanilmak iizere arazi ¢aligmasi yapilan bitkiler 35 farkli lokasyondan
temin edildi. Tiirlin, Tirkiye’deki dogal dagilimini temsil etmesi amaciyla bakilarinin
ve ortam kosullarinin cesitliliginden yararlanild1 (Sekil 4.3, Sekil 4.4 ve Sekil 4.5).
Ayrica kiiltiir bitkileri de ¢caligmaya dahil edildi. Kurutulan 35 farkli 6rnegin dupletleri
herbaryum 6rnegi olarak hazirlandi (Sekil 4.1 ve Sekil 4.2).

Sekil 4.1: Pistacia lentiscus bitki dupletlerinin herbaryum materyali 6rnegi; a) L16B, b) L17B.
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11B 16A 16B

Sekil 4.3: Yabani bireylerin dogal habitatlarina 6rnekler (I).
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1SA 19A _ 28A

Sekil 4.4: Yabani bireylerin dogal habitatlarina 6rnekler (1D).
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Sekil 4.5: Yabani bireylerin dogal habitatlarina rnekler (111).

4.2. MORFOLOJIK OLCUM SONUCLARI

Bitki materyallerinin morfolojik analizleri yapilirken herbir karakter i¢in 5 farkli 6l¢iim
alindi. Olgiimlerde yaprakcik ucu ¢ikintis1 (diken) boyu igin 0,31 mm ile 1,42 mm
arasinda deger elde edildi. Eksen boyunda L28A i¢in 1,93 cm ile LZB igin 5,71 cm
aras1 6l¢tim sonuglar elde edildi. Eksen eni agisindan 1,10 mm ile L16B en kiiciik, 2,69
mm ile L11A en biiyiik bulundu. Yaprak boyu i¢in en kiigiik deger L28A’da 3,66 cm ve
en biiyikk deger de 7,68 olarak LZB o6rneginde Olgiildii. Bir yapraktaki yaprakgik
sayisinin tim Ornekler arasinda yaklasik olarak 4 ile 8 arasinda oldugu belirlendi. Eksen
eninin ve yaprak boyunun en yiiksek oldugu degerler 3,5 mm ve 8,7 cm olarak LZB
bireyinde 6l¢iildli. Bu 6rnekte yaprak eninin ise 3,4 cm ile 7,78 cm arasinda oldugu
goriildii. Yaprak¢ik boyu agisindan populasyonda ortalama olarak 2,72 cm degerine
yakin degerler hesaplandi. Fakat bir 6l¢iimde en uzun yaprak¢ik boyuna L34A bireyinde
4,35 cm olarak rastlandi. Yaprakeik eninde belirgin farkliliklar gézlenmedi.
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Tablo 4.1: 35 farkli lokaliteden toplanan 6rneklerin morfolojik 6l¢iim degerleri ve standart
sapmalari. a; oblanseolat, b; oblong-obovat, ¢; oblanseolat-obovat, d; ovat-oblanseolat, ¢;
oblong-oblanseolat, f; orbikiilar-oblanseolat, g; ovat, h; oval-obovat.

Diken | Eksen | Yaprak | Yaprakek
R om em om em ECM ) ony S s
™ 0,62 2.23 1,40 3,87 414 253 102 Lo
£021 4055  (036)  +115 4045 4019 024
o 0,37 3,16 1,65 4,44 5,30 319 131 .. .
£009  +059 =033 065  +084 4057  £012 >
L11A fd?(?s 56?425 56?4 fd?szs 56?523 56,1304 ild,4509 32 2
L11B fdfl(fe 36,8423 ild?s’27 fd,1881 fi,lfg)s fd,zfg :36?259 6.0 b
LA op3 im0 o  ioms o om0
LSB .o o i1 iogs o1 som  wous 80 ©
L6C 5 o a0 aoe  som  som s 06 °
LUA 506 0% sor  aos e som  som 50 @
L17B 36?130 fdfg;o ildflzls fd?% 36,7275 56?537 56,7087 56 e
LWiC  Bor il sp  ion o o1 i 50 °
15 0,47 2,18 162 4,40 4,56 282 L2 ,,
£013  +050 021 090  +056  +027 019 4
U9A 0 el s0p1 i0as a0 som  aoos 44 @
218 05 071 4025 4026 4060 4025 aga0 40 @
L22A 36?284 36,254 i26,2274 fdge 56,2572 36?479 ild,sfg 38 d
L228 fd?lso :|:2(3,53?3 ild,se?s fd??e fd,sfs i26,2283 56?240 52 b
L23A 56?133 fdfg)o j6?3‘64 fi,lf?o fd?776 fd?ge ild,2321 62 d
L24A fd?fs 36,2998 i26,13,27 fii?s fd%l? 36,3651 ild,zfl 64  a
L25A fd?ozs f6,1279 ild,7265 fd,2717 fi?(?s fd?;o ild,ze?s 64 ¢
L26A fd?c% :&2(3,753 ﬂ:26,2566 iég 56?346 d:26,7358 fd?lss >
L28A fd%? jd?S’SS ild,7273 fd?zaz fdfg)g fd?fs fé?(;lg 56 a
L28B8 fd?oll fd,lgz ild,7282 fd,7674 fd?gz 56?069 ild?156 52 a
298 BT 7 sop  aiml o so1r  aom 52 B
L30A 56?117 56,5595 ildé,g;z fd?é)z fi,7028 fd?és i16,1247 56 ¢
L33A 56?134 fz'ifo fd(,)szl i7é,5850 16,7881 fdiszs i16,1279 44 e
L3800 ok 0m  ibm  som  i6m  ibss 38 b
L34A 56?177 36?985 fd,3207 fi,lzgz fi,lgs fdf?s i16,2225 72 €
= 0,44 3,15 172 4,65 4,12 238 1B ., .
£009  +040  +033 108 4021  +019  +048 >
LCHIA % Gos 051 sor0  sibs st =035 58
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Tablo 4.1 (Devam):

054 3.70 1,04 6,06 4.84 3.05 1,60
LCES 1015  +129 4026 182 050 4067  +042 04 a
o 0.70 484 1,90 6,30 418 2.28 085  gq ;
+014  +091) 051  +072 4058 <034  +018 '
= 0.74 5,71 2,60 7.68 5,40 2.72 L6 g .
+0,08 +0,69 +0,65 +0,78 +0,23 +0,31 +0,23 '
3.16 2.1 6,64 5,84 3,20 171
LBE - 2077 4022  +108  +042 =039 4021 00 g
Aritmetik 058 3,18 1,90 513 478 2.73 121 549
ortalama £022 089 034  +1,00  +0.89 =041 027 =117
Ranj 111 3,78 1,59 4,02 438 1,54 115 56
Popiilasyonun
standart 021 0,88 0,33 0,94 0,88 0,40 027 115
sapmasi (o)
Popiilasyonun
standart sapma 0,04 0,77 0,11 0,97 0,78 0,16 0,07 1,32

varyansi (¢2)

L33A oOrneginin yaprakeiklarimin eksen dizilisinde nodlar arasindaki uzunlugun
digerlerine goére daha fazla oldugu tespit edildi. LCES (Cesme) ve LG (Girit)
aksesyonlar1 i¢in tek veri girisi uygulandi. Fide halindeki LG aksesyonlarina
bakildiginda, sakiz agacinin genel yaprak morfolojisinde gozlenen sert ve koyu renkli
yapraklara kiyasla taze yapraklarin, daha ac¢ik renk ve yumusak dokuda oldugu
gozlendi. Ayrica yeni ¢ikan yapraklarda eksenin sonlanan u¢ kisimda terminal yaprak
benzeri yapilara rastlandi. Yine en ¢ok yaprakeik sayisi 8 ve 10 adet (4-5 cift) olarak LG
aksesyonlarinda hesaplandi. LBB bitkisinin tiim yapraklarmin digerlerine kiyasla agik
renkli ve yumusak bir dokuya sahip oldugu gozlemlendi. Ayrica bu ornekte terminal
yapraklara rastlandi ve eksen kanadinin nod kismina dogru daraldigir goriildii.
Yaprakgiklarint ucunda ise tiiriin karakteristik 6zelliklerinden biri olan dikensi ¢ikintiya
rastlanmadi. Tiim Orneklerin yaprake¢ik Olclimlerine iligkin oranlar agisindan
degerlendirildiginde, 6rneklerin %37,5 oraninda oblanseolat, %15,625 oblong-obovat,
%9,375 oblanseolat-obovat, %9,375 ovat-oblanseolat, %15,625 oblong-oblanseolat,
%6,25 orbikiilar-oblanseolat, %3,125 ovat ve %3,125 ovat-obovat morfolojiye sahip

oldugu gozlendi.

Tablo 4.2: ANOVA analizi sonucu.

Olciit sonuclar

Sum of Squares | df | Mean Square F Sig.
Gruplar arasi 764,742 7 109,249 | 198,890 | 0,000
Grup ici 135,675 | 247 0,549
Toplam 900,417 | 254
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Herbir 6zellik i¢in elde edilen sonuglar varyans analizi yontemi olan ANOVA ile
istatistiksel olarak degerlendirildi ve anlamli fark oldugu tespit edildi (p<0,005).
Verilerin degerlendirilmesinde Pearson korelasyon katsayisi kullanildi (Tablo 4.2).
Yaprak morfolojisi temel alinarak fenotipik karakterler arasindaki korelasyon seviyeleri
de Pearson katsayisi kullanilarak saptandi (Tablo 4.3). Karakterler arasindan anlamlilik
seviyelerinde degiskenlik gozlendi. Sekiz parametreye ait en iyi korelasyon (p<0,01)
dokuz kombinasyonda belirlendi. Bunlardan maksimum degerin (0,901) yaprak eni ile
yaprak¢ik boyu arasinda oldugu goriildii. Minimum negatif korelasyon (-0,190) ise
yaprakeik sayisi ile yaprak¢ik boyu arasinda 6lgiildii.

Tablo 4.3: Morfolojik karakterler arasindaki iliskiler.

Diken | Eksen | Yaprak | Yaprakeik
B* B E B E B E S
Diken B 0,082 -0,158 0,126 -0,007  -0,046 0,003 0,141
Eksen B F 0,286 0,877 0,497° 0,331 0,130 0,493°
E - 0,397 0,552°  0426' 0554° -0,033
vaprak B - 06007 0,4842 0,431: 0,423
E 0,901 0,471>  -0,173
B 0,500°  -0,190
Yaprakeak | E - -0,083
S -

Ykorelasyonun anlamhilik seviyesi, 0,05. *korelasyonun anlamlilik seviyesi, 0,01. *Kisaltmalar: (B) boy, (E) en, (S) say1.

4.3.GENOMIK DNA iZOLASYONU SONUCLARI

4.3.1. Genomik DNA Saflik ve Miktar Analizi Sonuglari

Izolasyonu yapilan Pistacia lentiscus genomik DNA’larmin saflik ve miktar dlgiimii
yapildi. Absorbans saflik degerleri (A260/280) 1,7-2,1 nm olanlar ¢alisma i¢in uygun
kabul edildi. Kirlilik degerleri (A260/230) 1,7°den biiyiik olanlarin saf oldugu tespit
edildi. Daha kiiciik degerli sonuglar igin izolasyon asamasi tekrarlandi. DNA’larin
miktar belirlenmesinde 6l¢ii olarak nanogram alindi (EK 1). Polimeraz zincir
reaksiyonu deneyleri igin uygun gDNA miktarlari ISSR igin 45 ng/ul ve IRAP igin 50
ng/ul olarak hesaplandi. Bu amagla, konsantrasyon oranlar1 bu degerden yiiksek olan

orneklerde sulandirma yapildi (EK 2).
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4.3.2. Genomik DNA Agaroz Jel Elektroforezi Sonuglari

Absorbans degerleri ve miktarlart bilinen gDNA’lar agaroz jel elektroforeziyle kontrol
edildi. 1x TBE tamponunda % 0,8’lik agaroz kullanilarak 200 volt’ta 20 dk yiiriitiilen
ornekler elde edildi. Smear seklinde bant profilleri goriintiillenen DNA’lar PZR igin
sulandirild: (Sekil 4.6). Bir kuyudaki 6rneklerden birden ¢ok bant sonucu olanlarda

RNA kontaminasyonu tespit edildi ve o 6rneklere enzim inkiibasyonu uygulandi.

< m < m O < n O < < < m <
— — © [{o] © ~ ~ M~ o] (o)} [oe] o0} (]
— — — — — — — — — — N N N
- il 4 dJ 4 il 4 J 4J J 4 - |

ol 'l el 5 e B e

L2A
L2B
L21B
L22A
L22B

L22B
L23A
L24A
L25A
L26A
L30A
L33A
L33B
L34A
LEU
LCHIA
LCES1
LCES2
LG1
LG2
LG3
LZB
LBB

Sekil 4.6: Genomik DNA’larin agaroz jel elektroforezi bantlari.

4.4 POLIMERAZ ZINCIiR REAKSIYONU SONUCLARI

Polimeraz zincir reaksiyonlar1 sonucunda g¢ogaltilan amplikonlarin baz ¢ifti
biiyiikliikler1 EK 3’de verilmistir. PIC degerleri hesaplanan primerler i¢in PIC degerleri
>0,5 ise polimorfizm yiiksek derecede, 0,25<PIC<0,5 ise normal bir polimorfizmi ifade
etmektedir. Ancak 0,25>PIC durumu séz konusu oldugunda polimorfizmin

zayifligindan s6z etmek gerekir (Botstein ve dig., 1980).

4.4.1. ISSR-PZR ve Agaroz Jel Elektroforezi Bant Profilleri

ISSR deneyleri igin 12 farkli primer kullanildi. Bunlardan 9 tanesi 35 6rnek i¢in sonug
verdi ve bant analizine dahil edildi. 161 bg ile 1884 bg arasinda toplam 81 bant ve 1444
adet amplikon elde edildi. Bunlardan 11 tanesi tek bant ve 3 tanesi de monomorfik bant
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olarak hesaplandi. Amplikonlarin ortalama degerinin 160,7 b¢ oldugu belirlendi.
Ortalama PIC degeri 0,458 seklinde elde edildi. Polimorfizm oram ise %96,3 olarak
hesaplanda.

1701 bg -

1263 bg

446 bg — - - o

Sekil 4.7: ISSR1-PZR agaroz jel elektroforezi.

ISSR1-PZR jel sonuglarina gore (Sekil 4.7) bu primer i¢in toplam 215 amplikon elde
edildi. Bu amplikonlarin molekiil agirliklar1 446 bg ile 1701 bg arasinda degisen 10 bant
fragmenti olarak ¢ogaldigi goriildii. L16B ve LBB aksesyonlari, bu primerde herhangi
bir bantlanma gdstermedi. 446 b¢ uzunlugundaki 10. bant fragmentinin L16B ve LBB
disindaki 33 birey i¢in monomorfik oldugu tespit edildi. PIC degeri 0,474 olarak
hesaplandi.

1197 bg¢ =

470 bg -

Sekil 4.8: ISSR2-PZR agaroz jel elektroforezi.

ISSR2-PZR sonuclarina gore bu primer i¢in 470 bg ile 1197 bg arasinda 11 bant
fragmenti boyunca toplam 137 iiriin ¢ogaltildi. Bunlardan 11. bant (Sekil 4.8’de yan
beyaz iiggen ile isaretli) 470 b¢ olarak sadece L2B genotipinde gozlendi. Kalin bantlar
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(Sekil 4.8’de cift oklarla isaretli), ¢ift bant olarak analiz edildi. Buna gore 876 bg
uzunlugundaki 4. bantin L21B ve L22B aksesyonlarinda, 714 bg¢ uzunlugundaki 6.
bantin L16C, L17B ve L34A aksesyonlarinda ve son olarak 660 b¢ uzunlugundaki 8.
Bantin ise LG1 genotiginde polimorfik oldugu degerlendirildi. S6z konusu primerin

genotipler icin tirettigi PIC degeri 0,458 olarak belirlendi.

1676 bg —»
1008 bg

Sekil 4.9: ISSR3-PZR agaroz jel elektroforezi.

ISSR3-PZR sonuglarina gore 1008 bg ile 1676 bg arasinda 4 fragment bant olmak {izere
toplam 35 adet iiriin elde edildi. Bu bantlardan 1478 bg ve 1407 b¢ uzunlugundaki 2. ve
3. bantlar (Sekil 4.9°da yan beyaz iiggen ile isaretli) sadece LBB ve LISA
aksesyonlarinda gogaltildi. PIC degeri 0,375 olarak hesaplandi.

e -

936 bg -

564bg->* .o B —————— L

400 bg -

Sekil 4.10: ISSR4-PZR agaroz jel elektroforezi.

ISSR4-PZR sonuglarina gore 35 ornekte, 564 bg ile 1884 bg arasindaki 9 farkli bg
uzunlukta toplam 120 amplikon elde edildi. Bunlardan 1884 bg, 1569 bg ve 1420 bg

molekiiler agirligindaki (Sekil 4.10°da ters beyaz iiggen ile isaretli) bantlarin yalnizca
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LBB genotiginde polimorfik oldugu tespit edildi. 9. siradaki 564 b¢ uzunlugundaki
(Sekil 4.10°da yildizla isaretli) bantin LBB disindaki 34 6rnek i¢in monomorfik oldugu
belirlendi. Bu primerin tirettigi PIC degerinin 0,470 oldugu tespit edildi.

1076 bg—» *

823 bg oo

Sekil 4.11: ISSR5-PZR agaroz jel elektroforezi.

ISSR5-PZR jel elektroforezine gore, 9 bant fragmenti elde edildi. Toplam 187 iiriiniin
cogaltildig tespit edilen bu primer i¢in 1076 bg uzunlugundaki 5. bantin (Sekil 4.11°de
beyaz yildiz ile isaretli) tiim 6rnekler i¢in monomorfik oldugu goriildii. LBB genotipi
icin 823 bg olan 6. bant ve 369 b¢ olan 9. bant (Sekil 4.11’de yan beyaz tiggen ile
isaretli) diger aksesyonlarda gozlenmedi. PIC degeri 0,486 olarak hesaplandi.

1333 b¢ —

827 b¢ -

384 bg —

Sekil 4.12: ISSR6-PZR agaroz jel elektroforezi.

ISSR6-PZR sonucunda 228 adet amplikon elde edildi. Bu amplikonlarin 271 bg ile 1333
b arasinda olan 13 bant fragmenti boyunca ¢ogaldig1 goriildii. 827 bg boyutundaki 5.
bant (Sekil 4.12°de yan beyaz ti¢gen ile isaretli) sadece LCES1 genotipinde polimorfik
olarak tespit edildi. Bu primer LBB 6rneginde herhangi bir amplikon olusturmadi ve
PIC degeri 0,499 olarak hesaplandi.
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100 bp

657 bg —==

456 by

282 bg -

Sekil 4.13: ISSR7-PZR agaroz jel elektroforezi.

ISSR7-PZR sonuglarina gére 282 bg ile 1689 b¢ boyutlarinda 10 adet bant fragmenti
arasinda toplam 201 {iriin elde edildi. Bunlardan 657 b¢ boyutundaki (Sekil 4.13’te yan
beyaz liggen ile isaretli) 5. bant sadece LBB genotipinde polimorfik olarak belirlendi.
456 b¢ uzunlugundaki 7. bantin (Sekil 4.13’te beyaz yildiz ile isaretli) LBB aksesyonu
disindaki 34 6rnek i¢cin monomorfik oldugu goriildii. 400 b¢ ve 282 bg olan 8. ve 10.
bantlar (Sekil 4.13’te beyaz kare ile isaretli) tiim Orneklerde monomorfik olarak
belirlendi. PIC degerinin ise 0,494 oldugu tespit edildi.

e - -

e

B-un..%;u:‘-ggg;’--»-
g

Sekil 4.14: ISSR9-PZR agaroz jel elektroforezi.

ISSR9-PZR sonuglarinda ¢ok fazla fragment elde edildigi i¢in analizleri yapilirken
digerlerine gore daha parlak olan bolgeler (Sekil 4.14) bant olarak kabul edildi. Analiz
sonucunda 287 bg ile 533 bg arasinda 7 bant fragmenti boyunca toplam 111 amplikon
tiretildigi goriildii. Monomorfik bant tespit edilmedi. 373 b¢ uzunlugundaki 4. bant LZB
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ve LBB aksesyonlarinda tek bant olarak gbzlendi. Bu primerin PIC degerinin 0,495
oldugu belirlendi.

100 bp
ladder

593 bg—
502b¢ >

Sekil 4.15: ISSR10-PZR agaroz jel elektroforezi.

ISSR10-PZR analizi sonucunda toplam 212 iiriin ¢ogaltildi. Bu iiriinler 161 bg ile 593
b¢ uzunlugu arasinda 8 adet fragment olarak gozlendi. Cogaltilan 398 b¢ uzunlugundaki
4. bant (Sekil 4.15°de yan beyaz liggen ile isaretli) sadece LBB genotipinde tespit edildi.
Yine bu 8 banttan 593 b¢, 502 b¢ ve 357 bg olan 1., 2. ve 5. bantlarin (Sekil 4.15°de
beyaz yildiz ile isaretli) LBB disindaki diger 34 o6rnek i¢in monomorfik oldugu
belirlendi. PIC degeri ise 0,368 olarak hesaplandi.

4.4.2. IRAP-PZR ve Agaroz Jel Elektroforezi Bant Profilleri

IRAP-PZR asamasinda 14 farkli primer denendi (Tablo 3.7). Bagy-1, BARE-1, Sukkula
ve diger LTR-retrotranspozon primerleri bir¢ok degisken uygulanarak PZR asamasi
tekrarlandi. Bu primerlerden agaroz jel elektroforezinde saglikli bant profilleri gozlenen
Bagy-1 retrotranspozonunun primeri olan IRAP9, LTR4’iin primeri olan IRAP12 ve
LTR2’nin primeri olan IRAP14 primerleri secildi. LTR7’nin primeri olan IRAP13

saglikli degerlendirme olanag1 vermediginden bu asamada analizden ¢ikarildi (EK 4).

IRAP-PZR sonucundaki bantlanmalarda 124 bg ile 2027 bg arasinda 72 bant fragmenti
arasinda toplam 737 amplikon elde edildi. Ortalama bant sayis1 24, tek bant veya
monomorfik bant sayisinin ortalamasi 2 ve amplikonlarin ortalamast da 245,7 olarak

hesaplandi. IRAP-PZR sonuglarinda PIC ortalama degerinin 0,418 oldugu belirlendi.
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1000 bg — =

--------------------------------

500 bg —> wee

200 bg —»

Sekil 4.16: IRAP9-PZR agaroz jel elektroforezi.

IRAP9-PZR sonucunda 164 bg ile 1426 bg arasinda 20 bant fragmenti boyunca 192
amplikon ¢ogaltildi. Birinci bant LG1, 12. bant LBB ve 20. bant da L18A genotipinde
tek bant olarak gozlendi. PIC degeri 0,398 olarak hesaplandi.

1000 bg—

600 bg —>

300 be -
7(,—) -— .- e . Ld

ERECEEEERRAEENEREEEREERR

Sekil 4.17: IRAP12-PZR agaroz jel elektroforezi.

IRAP12-PZR sonuglarina gére 124 bg ile 2027 bg arasinda 35 bant elde edildi (Sekil
4.17). 319 amplikon ¢ogaltilan bu primerde 1. bant L17B ve 8. bant L22B
aksesyonlarinda tek bant olarak gbzlendi. Monomorfik banta rastlanmadi. PIC degerinin
0,384 oldugu belirlendi.
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1251 be—>

341 bg—>

217 bg —

Sekil 4.18: IRAP14-PZR agaroz jel elektroforezi.

IRAP14-PZR sonrasinda 226 adet amplikon elde edildi. Bu amplikonlar 217 bg ile 1844
bg arasinda 17 bant fragmenti seklinde degerlendirildi. Amplikonlarda yiiksek miktarda
polimorfizme rastlandi. 1602 b¢ boyutundaki 3. bantin (Sekil 4.18’de yan beyaz tiggen
ile igaretli), sadece LBB o6rneginde ¢ogaldigi goriildii. Bu primer ig¢in PIC degeri 0,471
seklinde hesaplandi.

4.5. FILOGENETIK ANALIZ SONUCLARI

45.1. ISSR Analizleri

Tiim ISSR analizleri sonucunda elde edilen benzerlik yiizdeleri Jaccard katsayisina gore
hesaplandi (Sekil 4.19). Benzerlik oranlarinin 0,080 ile 0,933 arasinda degistigi goriildii.
En disiik benzerligin % 8 oranla LBB ile L33A arasinda oldugu belirlendi. En yiiksek
orana ise (% 93) LG2 ile LG3 arasinda rastlandi. Diger LG1 genotipinin 0,686 ile LG2
genotipi ile ve 0,647 oraniyla L17A genotipi ile benzer oldugu goriildii. ikinci en biiyiik
deger olarak %79 benzerlik ile LCES1 ile LCES2 genotiplerinde hesaplandi. En diisiik
polimorfizm ortalamasina 0,127 ile LBB genotipinin ve en yiiksek polimorfizm
ortalamasina 0,628 ile L28B genotipinin sahip oldugu goriildii. L28B genotipinden
sonra gelen polimorfizm oranlari, 0,626 benzerlik katsayisi ile LCES2 ve 0,613 ile
L22B orneklerinde tespit edildi. L26A bitkisinin 0,296 ile LBB’den sonra en diisiikk
polimorfizme sahip oldugu tespit edildi. En yiiksek degerlerin ortalamasi 0,712 ve en
diisiik degerlerin ortalamast da 0,125 olarak belirlendi. ISSR’1in tiim oOrneklerdeki

ortalamasi ise % 54 olarak hesaplandi.
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Toplam 35 Pistacia lentiscus L. genotipinin filogenetik iliskilerini gozlemlemek
amaciyla, ISSR verilerine dayanarak, UPGMA yontemi ile Orneklerin dendrogrami
olusturuldu (Sekil 4.20). Filogenetik agacin kurulumunda Jaccard benzerlik katsayisi

temel alindi.

Dendrogram incelendiginde ilk olarak LBB’nin ayrildigi gozlendi. Ardindan 0,295
degerindeki noktadan L26A ayrildi. 0,502 noktasindan L28A o6rnegi ayrildi. 0,537
degerindeki noktadan ayrilan kolun 0,743 degerindeki noktaya ve o noktanin da L2A ve
L2B orneklerine ayrildigr goriildi. 0,537 noktasindan ¢ikan kollardan birinin L33A,
digerinin ise 0,547 degeriyle farkli bir noktaya ayrildig: belirlendi. 0,547 noktasindan
ayrilan kollardan birinin 0,581 degeriyle LZB ve L11B kollarina ayrildig1 ve digerinin
0,571 degerindeki baska bir noktaya ayrildigi tespit edildi. 0,571 noktasindan g¢ikan
(0,593 degerindeki) koldan L16B ile LG1 ve L23A o6rnekleri ayrildi. 0,625 degerinin
sahip oldugu noktadan LCHIA, LCES1-2 ve LG2-3 aksesyonlarinin iginde bulundugu
18 orneklik bir grup ayrildi. En son 0,632 benzerlik oranina sahip noktadan, toplam dort

diigiim noktasi ve alt1 kol ayrildi.

Dendrogramda 12 grubun ayrildigr goriildi. Birinci grup (G1l) L2A ve L2B
genotiplerinden olustu ve grup igi varyans deger 5,000 olarak tespit edildi. ikinci
grubun ise (G2) L11A, L16A, L17A, L17B, L17C ve L33B genotiplerinden olustugu ve
varyans degerinin 8,867 oldugu goriildii. Ugiincii grup (G3) sadece L11B genotipiyle
temsil edildi. Dordiinctii grup G4 (L16B), G6 (L28A), G7 (L23A), G8 (L26A), G9
(L33A), G10 (LG1), G11 (LZB) ve GI12 (LBB) olarak tek bireyleri igeren kollara
ayrildi. G5, L16C, L18A, L19A, L28B, L29A, L21B, L22A, L22B, L24A, L25A,
L30A, L34A, LEU, LCHIA, LCES1, LCES2, LG2 ve LG3 olarak 16 kola ayrildi. G5’in
smif ici varyans degeri 9,556 olarak hesaplandi.

Cogu genotipin bu yontemde lokasyon kayitlarina uygun olarak ayrildig:i goriildii. En
iyi gruplandirma i¢in yapilan varyans analizinde, grup i¢inde deger 9,208 (%78,42),
gruplar arasinda ise 2,533 (%21,58) olarak hesaplandi.
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Yatay ve dikey diizlemde ilk siralar birey numalarimi temsil etmektedir. Numaralar sirastyla Tablo 3.1°de bulunmaktadir.

Sekil 4.19: ISSR markoériiniin 35 Pistacia lentiscus L. genotipinin Jaccard benzerlik katsayisi

tabanli polimorfizm yiizdeleri.
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Sekil 4.20: Pistacia lentiscus L. genotiplerinin ISSR verilerine dayanan ve Jaccard benzerlik
katsayisina gore olusturulan UPGMA dendrogramu.
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45.2. IRAP Analizleri

Tiim IRAP analizleri sonucunda elde edilen benzerlik yiizdeleri, ISSR’da oldugu gibi
Jaccard katsayisina gore hesaplandi (Sekil 4.21). Benzerlik oranlarmin 0,087 ile 0,593
arasinda degistigi goriildii. En diisiik benzerligin 0,087 oranla L11A ile L33A arasinda
oldugu belirlendi. En yiiksek orana ise 0,593 olarak L25A ile L29A arasinda rastlandi.
Ikinci en biiyiik deger olarak 0,571 benzerlik ile LEU ile L22B genotiplerinde
hesaplandi. En diisiik polimorfizm ortalamasina 0,222 ile L33A genotipinin ve en
yiiksek polimorfizm ortalamasina 0,404 ile L25A genotiginin sahip oldugu goriildii.
L25A aksesyonundan sonra gelen polimorfizm oranlari, 0,571 benzerlik katsayisi ile
LEU ile L22B orneklerinde goriildi. L28A bitkisinin 0,227 ile L33A’den sonra en
diisiik polimorfizme sahip oldugu tespit edildi. En yiiksek degerlerin ortalamasi 0,499
ve en diisiik degerlerin ortalamasi da 0,323 olarak belirlendi. IRAP’1n tiim bireylerdeki

ortalamasi ise 0,323 olarak hesaplandi.

ISSR markdriiniin istatistiksel analizlerinde oldugu gibi, P. lentiscus’un 35 farkli
genotipinin IRAP verilerine dayali, Jaccard benzerlik katsayisi temel alinarak UPGMA
dendrogrami olusturuldu (Sekil 4.22). Dendrogram incelendiginde 0,218 benzerlik
oranina sahip ilk diigiimden ¢ikan iki koldan biri 0,293 benzerlik oranina sahip digim
noktasina, digeri ise 0,428 benzerlik oranmi ile L28A ve L33A kollarina ayrildi. Ikinci
diigiimden ¢ikan ilk kol 0,293 oraniyla LBB genotipine, diger kol 0,318 benzerlik
orantyla 24 digiim ve iglerinde LCHIA, LG bireyleri ve LCES1-2 olan 26 genotipe
ayrildi. 0,299 benzerlik katsayist ile ikinci kolun ise toplam 5 diigiim ve 6 genotipten
olustugu goriildii. incelenen genotipler dendrogramda 4 gruba ayrildi. Birinci grup (G1)
26 genotip (L2A, L11B, L17B, L17C, L18A, L19A, L28B, L29A, L21B, L22A, L22B,
L23A, L24A, L25A, L26A, L30A, L33B, L34A, LEU, LCHIA, LCES1, LCES2, LG,
LG2, LG3, LZB) ile birlikte kollara ayrildi. Ikinci grubu (G2), alti farkli genotipin
olusturdugu gozlendi (L2B, L11A, L16A, L16B, L16C, L17A). Ugiincii grup (G3)
L28A ve L33A genotipleri ve dordiincii grubun (G4) ise LBB genotipini verdigi
goriildii. Varyans degerleri ise 10,385 (G1), 8,767 (G2) ve 4 (G3) olarak hesaplandi.
Genotiplerin ayrimindaki en iyi smiflandirma i¢in hesaplanan varyans degerlerinin,
grup i¢inde 9,918 (%92,19), gruplar arasinda ise 0,840 (%7,81) olmak iizere toplam
degerin 10,758 oldugu goriildii.
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Yatay ve dikey diizlemde ilk siralar birey numalarimni temsil etmektedir. Numaralar sirastyla Tablo 3.1°de bulunmaktadir.

Sekil 4.21: IRAP markoriiniin 35 birey Pistacia lentiscus L. 6rneklerinin Jaccard benzerlik

katsayis1 tabanli polimorfizm yiizdeleri.
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Dendrogram

L25A
|_

L29A
L34A |
L11B

LEU

L22B ! |
L22A
L23A 1
L18A ]

LCHIA

LG1

L19A |

LCESI

LzB
LCES2
LG2
L2A

LG3

L33B —

L28B

L24A

L30A 1

L26A

L17B

L21B 1

L17C

LBB

L16B 1
L2B

L16C 1

L11A

L17A

L16A

L33A 1

L28A ]

0,9183901 0,8183901 0,7183901 0,6183901 0,5183901 0,4183901 0,3183901 0,2183901
Benzerlik

Sekil 4.22: Pistacia lentiscus L. genotiplerinin IRAP verilerine dayanan ve Jaccard benzerlik
katsayisina gore olusturulan UPGMA dendrogramu.




4.5.3. Temel Bilesen Analizi (PCA)

35 farkli P. lentiscus genotipinde ISSR ve IRAP primerleri ile ¢ogaltilan bolgelerin
skorlanmasi, benzerlik matrisi ve dendrogramlarinin olusturulmasinin ardindan, her iki
markdr sistemine dayanan verileri populasyon diizeyinde degerlendirmek amaciyla

temel bilesen analizi (PCA) gergeklestirildi (Sekil 4.23). Grafik kurulumunda Pearson

(n) korelasyon katsayis1 baz alindu.

56

0,75

0,5

0,25

F2 (% 5,18)
o

-0,25

-0,5

-0,75

Degiskenler (eksenler F1 ve F2: % 48,43)

LBB

TRoAsBB

LG3

L24A

'
LN

0 0,25 0,5 0,75
F1 (% 43,26)

Sekil 4.23: PCA grafigi.
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Analizde, temel bilesen olarak ilk iki eksenin, populasyondaki varyasyonun toplam %
48.43’lik bir oranimmi temsil ettigi gozlendi. Temel bilesenlerden 1 ve 2 numarali
faktorler toplam varyasyonun %43,26 ve %5,18’1lik oranlarini ifade etmektedir. Analiz
sonucu, genotipler arasindaki gorece farkliligi, taksonomik ve cografik iliskileri bir
dlciide agiklamaktadir. Ozellikle LBB ve L24A genotiplerinin korelasyonsuz bir sekilde
ayrildigi, diger genotiplerin ise s6z konusu iki genotip arasinda genel olarak
birbirleriyle yakin iliskili konumlandigi fakat, bagimsiz dagilim 6zelligi gosterdigi
tespit edildi. Cok sayida genotiple temsil edilen bu son grubun, kendi arasinda da 4 alt
gruba boliindiigii gézlendi. Her iki markor sisteminin tirettigi verilerin kombinasyonu
ile elde edilen sonuglar, Ege bdlgesinde dogal yayilis gosteren genotiplerin farkl

gruplar olusturdugunu ortaya koydu.
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Sekil 4.24: PCA grafigine ait faktorlerin 6zdeger (eigenvalue) ve kiimilatif degiskenlik grafigi.
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5. TARTISMA VE SONUC

Molekiiler markorlerin en etkili kullanim alanlari, bitki varyetelerinde seleksiyon ve
1islah caligsmalari, filogenetik analizler ve evrimsel iliskilerin aydinlatilmas: konularini
icermektedir. Bu ¢alismada, Tiirkiye’de dogal olarak yetisen Pistacia lentiscus L.’a ait
yabani genotipler, Kios varyetesi ve kiiltiir bitkilerinin tiir i¢i varyasyonlari, mikrosatelit
Ve retrotranspozon arasi gen bolgelerindeki molekiiler polimorfizm diizeyinde, ISSR ve
IRAP markor teknigi kullanilarak arastirildi. Filogenetik analiz amaciyla ISSR ve IRAP
verilerine dayali dendrogramlar olusturuldu. Ayrica tiim markor sonuglart PCA analizi
ile degerlendirildi. Bunun yanisira, toplanan 6rneklerin morfolojik 6lgtimleri yapilarak

fenotipik karakterlerin populasyon seviyesindeki benzerlik katsayilari belirlendi.

Tez kapsaminda tiir i¢i varyasyonu arastirilan toplam 35 genotip i¢in ISSR sonuglarina
gore; 12 primerden 9 tanesi 161 bg ile 1884 bg arasinda toplam 81 bant fragmenti ve
1444 amplikon iretmig, monomorfizm oraninin %3,7 oldugu belirlenmistir. En fazla
amplikon ISSR6 (RAMP-TAG) primerinde 228 olarak belirlenmistir. En az iiriin ise
ISSR3 (UBC815) primerinde 35 olarak tespit edilmistir. Ortalama PIC degeri 0,458
olarak hesaplanmistir. ISSR sonucu elde edilen genetik benzerlik 35 genotipin tiimil i¢in
degerlendirildiginde, ortalama 0,540 oldugu goriilmektedir. En yiiksek ve en diisiik
polimorfizm (LG2 ile LG3 arasinda) 0,933 ve (LBB ile L33A arasinda) 0,080 oraninda
hesaplanmistir. Genetik benzerlikteki en diisiik ortalama 0,127 ve en yliksek ortalama
da 0,628 olarak tespit edilmistir. Filogenetik iligkilerin degerlendirilmesi amaciyla elde
edilen dendrogram incelendiginde ise genotiplerin 12 gruba ayrildigi goriilmiis,
bunlardan 9 tanesinde bireyler bagimsiz dallar olusturmustur.

Calismadan elde edilen bulgular degerlendirildiginde, en yiiksek benzerligin Girit
genotipleri (LG2 ve LG3) arasinda olmasi, biyocografik dagilimm mikrosatelit
polimorfizminde etken oldugunu gostermektedir. Diger Girit genotipi (LG1) igin en
yiiksek benzerligin yine LG2 genotipi ile oldugu tespit edilmistir. Girit drnekleri igin
ortalama benzerlik 0,582 olarak hesaplanmigtir. Bu oran ISSR’in tiim genotipleri
ortalamasindan (0,540) yiiksektir. Cesme kiiltiir varyeteleri (LCES1-2) ile Girit
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ornekleri (LG1-2-3) arasindaki benzerligin (0,629) yiiksek olmasi, gerek filocografik ve
genetik iligkilerin yakinligin1 gostermesi, gerekse Kkiiltiir ¢aligmalarinda kullanilan
materyalin kaynagini isaret etmesi bakimindan dikkat ¢ekicidir. Fakat LCES2 bireyinin
en yiiksek benzerligi (0,782) Izmir bireyi (LEU) ile olmustur. Cesme kiiltiir bireylerinin
(LCES1 ve LCES2) diger genotiplerle karsilastirildiginda genetik benzerlik orani
ortalamasi (0,615), Kios varyetesinin (LCHIA) s6z konusu karsilastirma degerinden
(0,590) yiiksektir. LCHIA en yiiksek benzerligi (0,760) L28B (C1, Kiyikislacik
koyii/MILAS, 8 m) érnegiyle gdstermektedir. L28B yabani genotipinin ISSR markérii
acisindan en yiiksek polimorfizmi gostermesi, mikrosatelit genlerindeki mutasyonlardan
dolay1 olugan primer baglanma boélgelerindeki degisim ile bagimsiz allelerin meydana
gelmesinden kaynaklanabilir (Freudenreich ve dig., 1997). Bununla birlikte bu
calisgmada L28B yabani genotipiyle lokasyon agisindan ve yiikselti ozelligi (8 m)
bakimindan benzer genotiplerden farkli derecelerde polimorfizm yiizdeleri elde
edilmistir. Bunlardan biri de L28A (C1, 8 m) genotipi olup, en yiiksek genetik
benzerligi (0,574) L16A (Cl, Ovakislacik koyii/MILAS, 172 m) genotipi ile
yakalamigtir. C1 lokasyonunda deniz kenarinda bulunan yabani 6rnekler (L17A, L17B
ve L17C; C1, Kayikislacik kdyii/MILAS, 0 m) ile LCHIA genetik agidan ortalama 0,611
oranda benzerlik igermektedir. L17A ile L17B genotipleri, L33B (C2,
Gocek/FETHIYE, 62 m) genotipiyle (0,727), L17C aksesyonu ise kiiltiir varyetesi olan
LCES?2 ile (0,709) yiiksek oranlarda genetik benzerlik gdstermektedir. P. lentiscus’un,
ISSR verileri ile olusturulan filogenetik agaci analiz edildiginde, aksesyonlarin
biyocografik olarak lokalite kayitlarina uygun sekilde ayrildigr goriilmiustir (Sekil
4.20). Dendrograma gore LBB aksesyonuna en yakin bireyin L26A oldugu ve L28A
genotipinin de daha sonra ayrildigi goriilmektedir. Dendrogramda ayrilan gruplarin,
digerlerinden farkli konuma diismesi, mevcut lokalitelerde yetisen ekotiplerin izole

olarak farklilagmis genotiplerin ortaya ¢ikmasiyla agiklanabilir.

Zografou ve dig. (2010), yaptiklar1 ¢alismada 11 adet Kios varyetesinde, PZR
sonucunda 6 ISSR primerinden 3 tanesinin toplam 71 bant iiretmis oldugunu, %3
oraninda da monomorfizmin varligin1 tespit etmislerdir. Bildirilen bu deger
calismamizdaki monomorfizm orani ile 6rtiismektedir. S6z konusu ¢alismada kullanilan
UBC842 primeri 20 bant, UBC850 primeri 25 bant ve UBC856 primeri 26 bant tiretmis,

benzerlik oranlar1 da ortalama 0,682 ile 0,125 arasinda degisim gostermistir.
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Calismamizdaki Kios varyetesinin diger 34 aksesyon ile benzerlik orani ise 0,760 ile
0,093 arasinda elde edilmistir. S6z konusu bu oran, Zografou ve dig. (2010)’nin
sonuglartyla karsilastirildiginda, daha genis bir skalada dagilim gosterdigine isaret
etmektedir. Ancak genetik benzerlik c¢alismamizdaki 35 genotipin tiimii i¢in
hesaplandiginda, tiir diizeyindeki ortalama deger, yukaridaki s6z konusu g¢aligsmayla
yakin degerde bulunmustur. Abuduli (2015) tarafindan yapilan tez ¢alismasinda, 24
farkli P. lentiscus yabani genotipinde SSR, RAPD, ISSR markérleri ve ITS bolgeleri
kullanilarak gen havuzu arastirilmistir. Calismada 50 ISSR primeri i¢in 929 allel ve
primer basi ortalama 18 allel ¢ogaltilmig, ISSR kullanimiyla diger molekiiler markorlere
(SSR, RAPD ve ITS bolgesi) kiyasla maksimum polimorfizm elde edilmis olup, PIC
degeri 0,887 olarak hesaplanmustir. Ilgili ¢alismada ISSR kullanimi ile yapilan
populasyon analizinde, incelenen genotiplerin 5 alt populasyona ayrildigi goriilmiistiir.
Sonug¢ olarak, ISSR markori kullanimin, yabani 24 P. lentiscus L. aksesyonu igin
genetik cesitlilik analizleri ve gelecekteki 1slah calismalarinda kullanislt bir ayirag

oldugu ifade edilmistir (Abuduli, 2015).

Yaptigimiz tez ¢aligmasinda molekiiler polimorfizmi arastirilan ve yabani genotipler,
Kios varyeteleri ve Kkiiltiir bitkilerini kapsayan toplam 35 aksesyonunun IRAP
sonuglaria gore Bagy-1, LTR2 ve LTR4 markorleri 124 bg ile 2027 bg arasinda toplam
72 bant fragmenti ve 737 amplikon liretmistir. Monomorfik banda rastlanmamistir. En
fazla bant IRAP12 (LTR4) primerinde 35 adet olarak belirlenmistir. En az bant ise
IRAP14 (LTR2) primerinde 17 olarak tespit edilmis, PIC degeri ise IRAP igin ortalama
0,418 olarak hesaplanmistir. Genetik benzerlik oraninin ortalama degerinin ise 0,323
oldugu goriilmektedir. En yiiksek ve en diisiik polimorfizm 0,593 ve 0,087 oraninda
hesaplanmistir. Genetik benzerlikteki en diisiik ortalama 0,222 ve en yliksek ortalama
da 0,404 olarak tespit edilmistir. Filogenetik iliskilerin degerlendirilmesi amaciyla
iiretilen dendrogram incelendiginde ise baslica 4 ana grubun ayrildig goriilmiis, bu

kollardan 1 tanesinde ise tek bir genotip konumlanmustir.

Tez ¢alismasi kapsaminda, retrotranspozonlar arasi gen bdlgelerinin IRAP yontemi
kullanilarak elde edilen tiir i¢i varyasyonunun genetik benzerlik oranlan
degerlendirildiginde, Kios varyetesi olan LCHIA aksesyonuna en yakin (0,412) bireyin
LG1 (Girit) oldugu belirlenmistir. Kiltiir bitkilerinin (LCES1 ve LCES2), LCHIA ile
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olan genetik benzerlik oranina bakildiginda (0,357), tiim orneklerin IRAP ile kurulan
genetik benzerlik degerlerinin ortalamasina (0,323) kiyasla yiiksek bir degerde oldugu
goriilmiistiir. LCHIA aksesyonunun Girit drnekleriyle genetik yakinligina bakildiginda
(0,373), kiiltiir varyeteleriyle olan benzerligine yakin bir deger (0,357) elde edilmistir.
LCESI aksesyonuna genetik olarak en yakin genotipin L19A (0,414), LCES2
aksesyonuna en yakin olanin ise L34A (0,455) genotipi oldugu goriilmiistiir. Kiiltiir
bitkilerine en yakin genotiplerin lokalite kayitlar1 degerlendirildiginde (L19A; Cl1,
Kiyikislacik koyii/MILAS, 43 m, L34A; C2, Gocek/FETHIYE, 62 m), yabani
genotiplerin deniz kenar1 veya dagin algak kesimlerinde bulunmasinin, tiir igi
varyasyonda anahtar role sahip olmadigini ve s6z konusu genotiplerin ortak bir atadan
tirevlendigini disiindiirmektedir. LCHIA aksesyonuna genetik agidan en yakin (0,458)
ornegin L26A (C1, Giivercinlik koyii/BODRUM, 3 m), en uzak (0,192) genotipin ise
L33A (C2, deniz kenari, Gocek/FETHIYE, 62 m) oldugu goriilmektedir. Girit
bireylerinden LG3 aksesyonu en yiiksek benzerlik oranini (0,522) L33B ile
yakalamigtir. Diger Girit 6rneklerinden LG1, L22A (C1, Bodrum, 16 m) ile ve LG2 ise
L30A (Cl, Yenidogan beldesi/SOKE, 141 m) ile en yiiksek genetik benzerligi
gostermistir. Girit genotipleri ile Tiirkiye’deki kiiltiir varyeteleri arasindaki ortalama
benzerlik oraninin, IRAP markoriiniin 35 genotipteki ortalama benzerlik oranindan
(0,323) yiiksek oldugu belirlenmistir. Genetik benzerlik oranlar1 agisindan elde edilen
en disiik degere sahip olan L33A’nin, LCHIA aksesyonu ile arasindaki benzerligi
0,192 oraninda tespit edilmistir. Bu deger, Cesme kiiltiir varyeteleriyle olan genetik
benzerlige (0,127) kiyasla (LCES1 ve LCES2) daha yiiksek diizeylerdedir. IRAP
verileriyle iiretilen P. lentiscus.’a ait filogenetik agacin analizi sonucunda, aksesyonlarin
cografik konumlarindan farkli olarak, retrotranspozon hareketliligine gore bireysel
olarak ayrildig1 gozlenmistir (Sekil 4.22). Dendrograma gore kiimelesen 4 grubun birini
sadece LBB aksesyonu olusturmaktadir. Diger 3 gruptan 26 aksesyonun bulundugu Gl
grubunun varyans degeri 10,385 olarak hesaplanmig ve bu degerin diger gruplarin

varyanslarindan yiiksek oldugu tespit edilmistir.

Kog ve dig. (2014) tarafindan yapilan bir ¢alismada, mikrogogaltim yoluyla elde edilen
P. lentiscus fidelerinin disiik sicakliktaki genetik kararsizhigi IRAP ve AFLP
teknikleriyle incelenmistir. S6z konusu ¢alismada, kullanilan IRAP markérlerinden biri

olan LTR2 primeri ile 250-1800 b¢ boyutlarinda 21 bant ve LTR4 primeri ile de 150-



62

2000 bg arasinda 23 bant elde edilmistir. Yaptigimiz calismada ise yabani ve kiiltiir
tiirlerinde kullanilan LTR2 primeriyle 192-1844 bg arasinda 17 bant fragmenti ve LTR4
primeriyle de 124-2027 bg arasinda 35 bant fragmenti ¢ogaltilmis olup, bulgularimizin
Koc¢’un verilerine kiyasla daha genis bir skalada dagilim gosterdigi goriilmektedir.
LTR7 primerinin kullanim1 sonucu elde edilen %23,1 diizeyindeki polimorfizmin (Kog
ve dig., 2014) disiikligi, calismamizda da kullanilan ayni primerin amplifikasyon
kalitesinin zayif olmasiyla korelasyon géstermektedir. Bu gézlemler, LTR7 ile tiretilen
genom bolgesinin, P. lentiscus tiiriinde disiik seviyede varyasyon gosterdigini
diisiindirmektedir. Kiling ve dig. (2014), klon olarak mikrogogaltilmis P. lentiscus
genotiplerinde genetik stabilite ¢alismalari i¢cin IRAP markorleri olarak LTR2, LTR3,
LTRS, LTR6 ve LTR10 primerlerini kullanmislardir. S6z konusu calismada IRAP
verileri i¢in hesaplanan ortalama PIC degeri 0,405 olarak bulunmus, LTR2 primeriyle
200-2500 bg arasinda ortalama 18 bant elde edilmistir (Kiling ve dig., 2014). Bu veriler,
LTR2 bolgesiyle ilgili olarak tez ¢alismamizdan elde edilen amplifikasyon verileriyle

(lokus sayilar1 17 ile 18 olmakla birlikte) ortiisen ortalama bir degerdir.

Kirdok ve Cift¢i (2016), P. vera, P. khinjuk, P. mutica, P. atlantica, P. palaestina, P.
terebinthus ve P. lentiscus tiirlerinin genetik gesitlilik analizi amaciyla retrotranspozon
markorlerinden iPBS, REMAP ve IRAP tekniklerini kullanmislardir. S6z konusu bu
tekniklerden 7 IRAP primeri igin, 154 lokusta 145 polimorfik bant ve 9 monomorfik
bant elde edilmis olup, 0,94 oraninda polimorfizm bulunmustur. Her IRAP primeri igin
ortalama 22 bant iiretilmis, PIC degeri 0,35 olarak hesaplanmigtir. Bizim ¢alismamizda
ise bu degerler ortalama bant sayisi i¢in 24, PIC degeri igin ise 0,42 olarak gozlenmistir.
Kirdok ve Ciftgi (2016) yaptiklar1 bu ¢alismada, P. vera - P. khinjuk, P. atlantica - P.
mutica ve P. terebinthus - P palaestina tiirleri arasinda genetik acidan yiiksek benzerlik
tespit etmislerdir. Arastiricilarin s6z konusu calismasinda 7 Akdeniz Pistacia tiirii
(toplam 35 6rnek) i¢in retrotranspozon temelli DNA markdrlerinden IRAP tekniginin,
molekiiler karakterizasyon ve molekiiler 1slah galismalarinda kullanilabilir oldugu rapor
edilmistir. Bunun yanisira retrotranspozon markor sistemleri, Pistacia cinsinin Iran
tirlerinin (P. vera, P. khinjuk, P. atlantica) taksonomik c¢alismalarinda da kullanilmistir
(Ghaemmaghami ve dig., 2013). Diger bir ¢alismada ise, P. vera, P. khinjuk, P.
eurycarpa ve P. atlantica tiirlerinin IRAP analizi yapilarak, 200-800 b¢ arasinda 123

bant ve primer basina ortalama 17,5 bant fragmenti ¢ogaltilmistir (Amirbakhtiar ve
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Sorkheh, 2015). Sorkheh ve dig. (2016) tarafindan gerceklestirilen, yabani Pistacia
tirlerine yonelik baska bir ¢alismada, SCoT ve IRAP markorii kullanarak genetik
cesitilik analizleri yapilmis ve IRAP ig¢in ortalama PIC degeri 0,32 olarak elde
edilmistir. Ortalama bant sayis1 ise 14,3 olarak tespit edilmistir (Sorkheh ve dig., 2016).

ISSR ve IRAP verileri kullanilarak olusturulan PCA diagraminda ilk iki eksen
varyasyonun %48,43’lik oranini temsil etmektedir. Temel bilesenlerden 1 ve 2 numaral
faktorler toplam varyasyonun %43,26 ve %5,18’lik oranlarini ifade etmektedir. Bu
analiz, toplam 35 aksesyonun birbiriyle yakin iliskide olan farkli gruplarini
tanimlanmaktadir (Sekil 4.23). Genel olarak ayrigan 3 farkli grubun, bagimsiz birer
genotipten olusan LBB ve L24A kollar ile, diger drneklerin toplaminin olusturdugu bir
kiimelenme oldugu goriilmektedir. Cok sayida genotiple temsil edilen bu son grup,
kendi arasinda da 4 alt gruba boliinmektedir. ISSR ve IRAP verilerine dayali PCA
analizinden elde edilen sonuglar, Anadolu’daki P. lentiscus gen havuzundaki
varyasyonun yilkksek diizeyde oldugunu, genotiplerin gruplar seklinde ayirim
gosterdigini, cografik olarak izole olan aksesyonlarin belirgin bir bicimde digerlerinden
ayrildigini, cografik yakinlik gosteren orneklerin ise genellikle birlikte gruplandigini
gdstermektedir. Bununla birlikte bazi istisnalara da rastlanabilmektedir. Ornegin cografi
lokalite agisindan birbirine yakin olan L2B (Cl, Karakuyu koyii/MILAS, 19m) ile
L24A (C1, Givercinlik/BODRUM, 3m) aksesyonlarinin, PCA diagraminda

birbirlerinden farkli bolgelerde konumlandig tespit edilmistir.

Tiirtin Pistacia cinsindeki konumuyla ilgili molekiiler diizeyde yapilan g¢aligmalar
sadece tiir ici analizde degil tiirler arasindaki ayrimda da molekiiler markdrlerin
kullaniminin 6nemine isaret etmektedir. Golan-Goldhirsh ve dig. (2004)’nin yaptigi
calismada, RAPD ve AFLP markérleriyle olusturulan dendrogramlarda ayrilan iki
kiimeden birinin herdem yesil P. lentiscus ve diger grubun da yaprak dokenler olarak
ayrildigir gozlenmistir. AFLP ve RAPD genetik benzerlik matrislerinde en diisiik
benzerlik degerleri, P. lentiscus aksesyonlari ile diger tiirler arasinda bulunmustur.
RAPD verilerine gore, 7 farkli P. lentiscus genotipinin analizinde 125 DNA fragmenti
amplifiye edilmis, bunlardan 90 tanesi polimorfik olarak tespit edilmistir (Golan-
Goldhirsh ve dig., 2004). Kafkas (2006) tarafindan molekiiler veriler kullanilarak

yapilan UPGMA analizi sonucunda P. terebinthus’un, P. mexicana ve P. lentiscus ile
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birlikte kiimelendigi goriilmiistiir. Diger yandan Jaccard katsayisina gore olusturulan
UPGMA dendrogrami incelendiginde P. terebinthus taksonu, P. lentiscus ve P.

mexicana tiirlerinin olusturdugu gruptan ayrilmustir.

Calismamizda yaprak morfolojisi temel alinarak fenotipik karakterler arasindaki
korelasyon analiz sonuglari, istatistik olarak anlamlilik seviyelerinde degiskenlik
gostermektedir. Morfolojik veriler populasyon diizeyinde degerlendirildiginde, diken
(yaprak ucu ¢ikintisi) boyu 0,58+0,22 mm, eksen boyu 3,18+0,89 cm, eksen eni
1,90+0,34 mm, yaprak boyu 5,131 cm, yaprak eni 4,78+0,89 cm, yaprak¢ik boyu
2,73+0,41 cm, yaprake¢ik eni 1,21+0,27 cm, yaprak¢ik sayist 5,49+1,17 adet olarak
bulunmus, yaprakeik sekli ise oblanseolat olarak tespit edilmistir. Tek yonli ANOVA
analizi sonucunda Pearson katsayisi temel alinarak, morfolojik parametreler arasinda
istatistik olarak anlamli bir fark oldugu (p<0,005) belirlenmistir. Barazani ve dig.
(2003) tarafindan farkli lokasyonlardan toplanan P. lentiscus L. genotipleri (ispanya,
Tunus, Kibris ve Israil) ile yapilan galismada, fitokimyasal ve morfolojik karakterler
yiiksek fenotipik varyasyon egilimi géstermis ve bunun cografik lokasyona bagl
farklilik olmadigi, genetik bir temelinin bulundugu belirtilmistir. S6z konusu ¢alismada
ekotip ve kimyasal farkliliklar incelendiginde, DNA molekiiler markor tekniklerinin
onemli oldugu vurgulanmistir (Barazani ve dig., 2003). Barradas ve Correia (1999),
Portekiz’deki P. lentiscus L.’a ait disi ve erkek bireyleri arasinda morfolojik farklilik
tespit etmemislerdir. Golan-Goldhirsh ve dig. (2004), Pistacia tiirlerindeki yakin
genetik iligkilerin, morfolojik siniflandirmaya kiyasla cinsin taksonomisinde daha

giivenilir sonuglar verdigini belirtmislerdir.

Cesitli bitki gruplari ve tarimsal {iriin potansiyeli olan bitki taksonlar1 arasindaki
iligkilerin ve bitki genomunun evrimsel tarihinin belirlenmesinde, bitki genetik
kaynaklarmin kimliklendirme calismalarinda ve karakterizasyonunda retrotranspozon
temelli molekiiller markoérlerin  yiiksek polimorfizm {ireten, ¢oziiniirliigi yiiksek
ayiraglar oldugu bilinmektedir (Gribbon ve dig., 1999). ISSR ise, yabani bireylerdeki
tiir i¢i ve tiirler aras1 genetik ¢esitlilik seviyesini analiz etmek amaciyla basarili bir
sekilde kullanilmaktadir (Reddy ve dig., 2002). Yaptigimiz bu ¢aligmada, molekiiler
markdr sonuglarinin polimorfizm diizeylerine bakildiginda IRAP markoriiniin, ISSR

primerlerine kiyasla daha fazla sayida fragment trettigi belirlenmistir. Yapilan 6nceki
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calismalar ile mevcut sonuglar birlikte degerlendirildiginde elde edilen veriler, tiiriin
Anadolu gen havuzunda genitdr olarak kullanim potansiyelinin Onemine isaret
etmektedir. Elde edilen markor verileri kapsaminda, genotipler arasinda, bunlarin
cografik dagilimlari, yiikselti ve baki 6zellikleri agisindan genel olarak anlamli seviyede
korelasyon gozlenmemistir. Bununla birlikte, PCA analizinde tespit edildigi {izere,
kiiltiir varyetelerinin yanisira, yabani genotiplerin kendi aralarinda gruplandiklari
gozlenmistir. Ege bolgesi genotiplerinde morfolojik ve molekiiler diizeyde tespit edilen
yiiksek polimorfizm, bu bolgenin P. lentiscus igin onemli gen merkezlerinden biri
oldugunu gostermektedir. Bolgenin genis alanlarinda ortak atadan tiirevlenmis ¢ok
sayida farkli ekotipin, bagimsiz genotip topluluklari olusturma siirecinde olduklari
diisiniilmektedir. Mevcut ¢aligmada kiiltiire alinan varyetelerin yabani gen havuzundaki
konumu istatistik ve filogenetik analizler ile belirlenmis olup, tiiriin germplazm
cesitliligindeki bu zenginlik, 1slah ¢aligmalarinda genitdr olarak kullanim potansiyeli
acisindan onem tasimaktadir. Tez calismamiz kapsaminda elde edilen sonuglar, P.
lentiscus’un, incelenen yabani genotipleri ve kiiltiir varyeteleri dikkate alindiginda,
yiiksek diizeylerde tiir i¢i varyasyonlara sahip oldugunu ortaya koymustur. Pistacia
lentiscus’un gen havuzundaki molekiiler varyasyonun g¢esitli markor sistemleri
kullanilarak, genis orneklemelerle daha kapsamli bir bigimde arastirilip molekiiler veri
bankasinin olusturulmasi, tarimsal 1slah ¢alismalar1 ve tiir sinirlarini saptamaya yonelik

molekiiler taksonomik arastirmalar i¢in 6nemli olanaklar sunacaktir.
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4 2812 204 150 4 * 3398 217 083
1 3056 199 189 1 3420 216 171
2. 3382 198 175 2. 2739 217 174
LsA o 3200 197 175 |2DLCEST o 4500 198 170
4 2834 207 152 A 5000 199 163
1. 2233 189 152 1 2034 194 171
2. 3055 209 202 2. 1859 196 178
12)L19A 4 182.3 192 170 | OLCESZ 4 205.8 193 165
4 2200 190 153 4 * 2058 192 170
1. 2023 193 116 1 1020 194 148
13)L28A 2. 2041 195 122 | 31)LG1 2 * 2567 188 160
3. 1814 193 115 3. 2354 182 140
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. 1685 195 118 a. 2714 196 153
1. 1446 195 088 1 2457 207 155
2. 1439 199 096 2. 3162 203 172
14)L288 o 1480 196 110 | 3DLG2 3 3302 201 168
4% 1522 193 102 A 3195 201 170
1. 1609 188 114 1 2448 201 156
2. 1662 187 123 2. 2456 201 154
15)L20A 4 1625 191 121 | SLG3 3 3211 197 167
4 1604 187 120 . 3080 201 170
1. 1311 194 1,00 1 1686 192 127
2. 1227 199 104 2. 1847 196 138
16)L21B 4 1366 194 140 |HLZB g 1693 196 137
4% 1326 190 147 4 1507 193 149
1 179.7 194 170 1 1143 170 112
2. * 1401 194 190 2. 1365 166 103
LA o 1641 191 167 |DLBB g 1198 166 105
A 2091 190 157 . 1119 181 133
1. 2411 194 169 - - - -
2. 2887 194 156 ; . ; ;
18) L22B 3. 2734 1,93 151 |~ - - - -
4% 2365 193 182 ; - ; ;

* PZR deneylerin igin kullanilmak {izere konsantrasyon, saflik ve kirlilik oranlarina gore uygun olarak kabul edilen ve kullanilan

DNA o6rnekleri.

EK 2. gDNA’larin PZR deneyleri i¢in sulandirma sonrasi saflik ve miktar analizleri

degerleri.
ISSR-PZR iCiN SULANDIRILAN ORNEKLER

Birey A260/ Kons. Birey A260/2 Kons. Birey A260/ Kons.

280 (ng/ pl) 80 (ng/ pl) 280 (ng/ pl)
1) L2A 2,13 48,3 13) L28A 1,98 44,3 25) L33B 1,97 47,0
2) L2B 1,93 48,6 14) L28B 2,01 45,0 26) L34A 1,84 45,2
3) L11A 1,94 45,1 15) L29A 1,95 44,6 27) LEU 2,00 42,7
4)L11B 2,02 45,3 16) L21B 1,98 43,7 28) LCHIA 2,13 48,1
5) L16A 2,08 48,4 17) L22A 1,92 46,8 29) LCESI 1,98 458
6) L16B 2,00 458 18) L22B 1,89 46,8 30) LCES2 1,96 48,0
7) L16C 1,97 455 19) L23A 1,98 49,6 31) LG1 1,91 43,0
8) L17A 1,98 43,5 20) L24A 1,96 44,4 32) LG2 1,98 48,0
9) L17B 2,03 44,6 21) L25A 1,84 43,7 33) LG3 1,97 46,4
10) L17C 1,99 46,1 22) L26A 2,23 46,8 34) LZB 1,95 45,0
11) L18A 2,05 45,9 23) L30A 1,97 44,9 35) LBB 1,75 49,3

12) L19A 1,92 47,6 24) L33A 2,09 45,0 - - -
IRAP-PZR iCIN SULANDIRILAN ORNEKLER

Birey A260/ Kons. Birey A260/  Kons. (ng/ Birey A260/ Kons.

280  (ng/ D) 280 ul) 280 (ng/ ul)
1) L2A 2,12 50,3 13) L28A 1,98 47,6 25) L33B 1,97 50,3
2) L2B 1,97 51,6 14) L28B 2,01 49,7 26) L34A 1,84 48,9
3) L11A 1,99 53,5 15) L29A 1,95 48,1 27) LEU 2,00 471
4)L11B 2,08 48,2 16) L21B 1,98 52,6 28) LCHIA 2,13 49,0
5) L16A 2,11 53,1 17) L22A 1,94 52,0 29) LCESI 1,98 50,2
6) L16B 1,98 53,3 18) L22B 1,99 54,5 30) LCES2 1,96 51,8
7) L16C 1,97 51,7 19) L23A 2,02 51,0 31) LG1 1,91 475
8) L17A 2,00 51,9 20) L24A 1,96 50,7 32) LG2 1,98 53,1
9) L17B 2,01 50,4 21) L25A 1,84 51,5 33) LG3 1,97 53,8
10) L17C 2,05 52,3 22) L26A 2,23 53,9 34) LZB 1,95 49,6
11) L18A 1,98 49,2 23) L30A 1,97 49,2 35) LBB 1,74 49,0

12) L19A 194 48,4 24) L33A 2,09 50,7 - - -
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EK 3. ISSR-PZR ve IRAP-PZR sonucu ¢ogaltilan bantlarin molekiiler agirliklart.

ISSR1: 1) 1700,7 bg, 2) 1552,1 be, 3) 1360,7 be, 4) 1263,0 be, 5) 1090,4 b, 6)
938,5 be, 7) 882,7 be, 8) 815,7 be, 9) 755,5 be, 10) 445.6 be.

ISSR2: 1) 1197,4 bg, 2) 1065,5 be, 3) 920,6 be, 4) 876,4 be, 5) 744,8 be, 6)
714,2 be, 7) 662.5 be, 8) 660,1bg, 9) 5904 b, 10) 519,3 be, 11) 470,1 be.
ISSR3: 1) 1676,2 be, 2) 1477.5 be, 3) 1406,9 b, 4) 1008,0 be.

ISSR4: 1) 1884 bg, 2) 1685 be, 3) 1569 be, 4) 1472 bg, 5) 1420 be, 6) 1241 b,
7) 936 b, 8) 799 be, 9) 564 be.

ISSR5: 1) 1530,0 b, 2) 1260,0 be, 3) 1210,0 be, 4) 1180,0 be, 5) 1076,3 b, 6)
823,3 be, 7) 432,0 be, 8) 400,0 b, 9) 368.9 be.

ISSR6: 1) 1333,1 bg, 2) 1175,5 be, 3) 1076,0 b, 4) 970,7 be, 5) 826,8 bg, 6)
761,8 b, 7) 703,2 be, 8) 670,2 be, 9) 575,0 be, 10) 516,4 be, 11) 453,3 be, 12)
348,4 bg, 13) 270,9 be.

ISSR7: 1) 1689,1 bg, 2) 1300,0 be, 3) 775,0 be, 4) 730,0 be, 5) 656,9 be, 6)
535,0 be, 7) 456,2 be, 8) 399,7 be, 9) 340,0 be, 10) 281,8 be.

ISSRO: 1) 533,0 be, 2) 464,6 bg, 3) 4209 be, 4) 373,3 be, 5) 341,1 bg, 6) 332, 3
be, 7) 287.2 be.

ISSR10: 1) 593,1 be, 2) 502,3 be, 3) 480,0 be, 4) 398,1 be, 5) 356,8 be, 6) 287,1
be, 7) 240,1 be, 8) 160,5 bg.

IRAPY: 1) 1425,7 bg, 2) 1263,1 be, 3) 1096,2 be, 4) 955,6 be, 5) 883,2 b, 6)
817,9 b, 7) 726,7 be, 8) 634,6 be, 9) 581,6 be, 10) 534,7 be, 11) 488.6 b, 12)
482.2 be, 13) 399,2 be, 14) 363,7 be, 15) 300,3 be, 16) 2479 be, 17) 232,1 be,
18) 164,2 be, 19) 150,6 bg, 20) 126,0 bg.

IRAP12: 1) 2027,2 bg, 2) 1768,1 b, 3) 1597,6 be, 4) 1417,4 be, 5) 1287,5 be, 6)
1169,2 be, 7) 10443 be, 8) 977,9 be, 9) 922,7 be, 10) 873,1 be, 11) 824,4 be, 12)
766,8 be, 13) 733,1 bg, 14) 686,8 be, 15) 648,7 bg, 16) 600,4 be, 17) 550,1 be,
18) 514,6 bg, 19) 490,0 be, 20) 459,4 be, 21) 437,4 bg, 22) 412,9 bg, 23) 383,7
b, 24) 369,8 bg, 25) 320,8 bg, 26) 305,7 be, 27) 279,4 be, 28) 263,0 be, 29)
248,7 be, 30) 232,6 bg, 31) 208,0 be, 32) 198,0 bg, 33) 169,0 be, 34) 140,0 be,
35) 124,0 bg.

IRAP14: 1) 1844,0 be, 2) 1736,0 b, 3) 1601,6 be, 4) 1532,2 be, 5) 1391,0 be, 6)
1250,8 bg, 7) 1083,01bg, 8) 758,8 be, 9) 6308 be, 10) 581,7 bg, 11) 496.8 be,
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12) 433,8 bg, 13) 378,8 bg, 14) 341,4 be, 15) 288,9 bg, 16) 216,6 bg, 17) 192,3

bg.
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EK 4. IRAP13-PZR agaroz jel elektroforezi.
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