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OZET

Retrotranspozonlar, transpozisyon mekanizmalar1 sayesinde genom igerisinde
hareket etme yetenegine sahip DNA dizileridir. Ayrica, tiirler arasindaki benzerlik ve
farkliliklarin incelenmesinde bir belirte¢ sistemi olarak kullanilmaktadirlar. Bu
baglamda ara primer baglanma bdlgesi (iPBS), retrotranspozon arasi ¢ogaltim
polimorfizmi (IRAP) ve retrotranspozon mikrosatellit c¢ogaltim (REMAP)
retrotranspozon temelli belirte¢ sistemleri kullanilarak Akdeniz’ e 6zgi 7 farkh
Pistacia tirli (P. vera L. cv. Siirt, P. khinjuk Stocks, P. mutica Fischer, P. atlantica
Desf., P. palaestina Boiss., P. terebinthus L. and P. lentiscus L) arasindaki genetik
iligkiler agiklanmaya c¢alisilmistir. Kullanilan biitiin belirte¢ sistemlerinin yiiksek
oranda polimorfizm gosterdigi gozlenmistir. Ayrica, iPBS belirte¢ sisteminin hem
daha fazla lokus bilgisi sagladigi hem de ¢esitlilik indeksleri bakimindan diger belirteg
sistemlerine oranla daha {istiin oldugu gozlenmistir. Bununla birlikte, REMAP belirte¢
sistemi disindaki kullanilan sistemlerin birbirleri ile yiiksek oranda Mantel
korelasyonu gosterdigi tespit edilmistir. Olusturulan filogenetik agaglarda Akdeniz’ e
0zgl Pistacia tiirlerinin 3 ana gruba ayrildigi ve agsi bir evrim Oriintiisii sergiledigi
goriilmektedir: (1) P. vera-P. khinjuk, (i1) P. mutica-P. atlantica (iii) P. palaestina-P.
terebinthus, P. lentiscus. Test edilen tiirler birincil 6z bilesen tahlili yontemi ile
incelendiginde 4 farkli grup olustugu gozlenmistir: (i) P. vera-P. khinjuk, (ii) P.
atlantica-P. khinjuk, (iii) P. terebinthus-P. palaestina, (iv) P. lentiscus. Ek olarak
cimlenme Oncesi ve sonrasinda aliman Orneklerde, 3 farkli retrotranspozon temelli
belirte¢ sistemi ile incelenmis ve profillerin gelisimsel evreye bagl olarak degistigi
gozlenmistir. Son olarak iPBS belirte¢ sistemi ile Pistacia cinsine 6zgii olast yeni
retrotranspozonal dizilerin belirlenmesine yonelik c¢alismalar yapilarak, Pistacia
tiirlerine 6zgii retrotranspozon temelli belirte¢ sistemleri gelistirilmeye calisilmigtir.
Elde edilen sonuglar, retrotranspozon temelli belirte¢ sistemlerinin kullanim
kolayliklari, yiiksek oranda polimorfik tabiati ve genom {iizerindeki degisimleri
dogrudan gostermeleri yiiziinden molekiiler karakterizasyon ¢alismalarinda rahatlikla

kullanilabilecegini gostermistir.

Anahtar Kelimeler: Pistacia, Retrotranspozon, Molekiiler Cesitlilik, iPBS, IRAP,
REMAP.



SUMMARY

Retrotransposons are DNA sequences that can move one place to another in the
genome. Also it is possible to use them a a marker system to analyze differences
between species. In this context inter primer binding site (iPBS), inter-retrotransposon
amplified polymorphism (IRAP) and retrotransposon-microsatellite amplified
polymorphism (REMAP) marker systems were used to resolve genetic differences in
7 Mediterranean Pistacia species (P. vera L. cv. Siirt, P. khinjuk Stocks, P. mutica
Fischer, P. atlantica Desf., P. palaestina Boiss., P. terebinthus L. and P. lentiscus L.).
All tested marker systems produced a high level of polymorphism. iPBS marker
system was the most superior one in terms of providing more locus information and
higher diversity indices. Mantel test showed strong correlations between iPBS and
IRAP, except REMAP. Neighbor joining (NJ) method was used to build phylogenetic
trees. Mediterranean Pistacia species showed a reticulate evolution pattern and may
be divided into three clades: (i) P. vera — P. khinjuk, (i1) P. mutica — P. atlantica and
(ii1) P. palaestina — P. terebinthus with P. lentiscus. Principal component analysis
(PCA) plots showed 4 distinct clusters: (i) P. vera-P. khinjuk, (i1) P. atlantica-P.
khinjuk, (ii1) P. terebinthus-P. palaestina, (iv) P. lentiscus. Moreover different
developmental stages of P. vera were analyzed using three different marker systems
and the results showed that retrotranspozon profile was changed in different
developmental stages such as between embryo and germinated plantlets. Studies were
also extended to clone Pistacia specific retrotransposonal fragments in order to
develop Pistacia specific retrotransposon based marker systems. In conclusion,
retrotransposon based marker systems could be used for analysis molecular diversity
in Pistacia genus due to their high polymorphic nature, ease of use and determination

of genomic rearrangements directly.

Keywords: Pistacia, Retrotransposon, Molecular Diversity, iPBS, IRAP,
REMAP.
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1.GIRIS
1.1. Molekiiler Belirte¢ Sistemleri ile Bitki Cesitliliginin
Karakterizasyonu

Bitki gen kaynaklarinin karakterizasyonu caligmalari; bitki 1slahi, taksonomi,
embriyoloji ve genetik mithendisligi gibi farkli temel bilim alanlar1 i¢in bir kaynak
olusturmaktadir. Ayrica gen kaynaklarinin korunmasi i¢in uygun stratejilerin
iiretilmesi acisindan da onemlidir. Molekiiler belirte¢ sistemleri, sahip olduklari
ozellikler sayesinde bitki biyoteknolojisi’ nin farkli alanlarinda siklikla

kullanilmaktadir [Parveen et al., 2016]:

* Hastaliklara direngli genler gibi 6nemli karakterlerin tanimlanmasi ve bu yolla
istenilen varyetelerin segilerek 1slah ¢aligmalarina alinmas.

* Evrimsel biyoloji ve filogenetik caligsmalar ile tiirlerden olusan popiilasyonlarinin
anlasilarak genetik ¢esitliligin belirlenmesi.

*Islah edilmis cesitler ve yabani atalar1 arasindaki gen akisinin belirlenerek
genetik cesitlilik kaybinin engellenmesi.

* Istenilen gesitlerin genotiplenerek somaklonal varyasyonlarin tespit edilmesi ve

cesitlerin genetik kararliliklarinin korunmasi.

Belirtecler, incelenen genotipler arasindaki benzerlik veya farkliliklarin tespit
edilmesinde ve bu oOrnekler arasindaki cesitliligin tayin edilmesinde kullanilan
karakterler olarak tanimlanabilir. Belirtecler, tarihsel gelisim ve yapisal 6zelliklerine

gore temel olarak 3 sinifa ayrilmaktadir [Mondini et al., 2009]:

* Morfolojik belirtegler
* Biyokimyasal belirtecler (izozim ve allozimler)

* Molekiiler veya genetik belirtecler (DNA belirtecleri)

Bitkilerdeki farkli fenotipik karakterler (yaprak sekli, ¢igek rengi, tily rengi,
kapsiil rengi, tohum yapisi, hilum rengi, meyve sekli, kabuk rengi, etsi doku rengi ve
govde uzunlugu) morfolojik belirtegler olarak karakterizasyon calismalarinda yillar
boyunca kullanilmistir [Jiang, 2013]. Ancak fenotipik karakterlerin ¢evresel etkenlere
bagimli olmasi, genotipte ifade edilen karakterlerin her zaman fenotipte temsil

edilmemesi ve fenotipik karakterlerin farkli genetik altyapilara sahip olmalar1 gibi
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sorunlar bu belirteclerin en biiyiik dezavantajlarin1 olusturmaktadir [Mondini et al.,
2009].

Allozimler, ayn1 enzimatik aktiviteye sahip ancak sahip olduklari aminoasit
dizilimlerindeki farkliliklar yiiziinden varyasyon gosteren proteinlerdir. Bu farklilik
jel elektroforezi ardindan allozimlerin tanimlanmasina olanak saglamis ve
biyokimyasal belirtecler olarak kullanilmalarini saglamistir [Kephart, 1990]. Bu
sayede allozimler kalitilabilir varyasyonun ifade edilmesi ve popiilasyon yapisinin
anlasilmasi gibi karakterizasyon calismalarda siklikla kullanilmistir [Gottlieb, 1977],
[Hamrick et al., 1979], [Brown, 1979], [Kephart, 1990]. Ancak bu degisimler DNA
izerindeki polimorfizmi dolayl olarak ifade etmektedir. Ayrica kisitli sayida allozim
lokusu karakterize edilebilmektedir. Bu sorunlar biyokimyasal belirteglerin
dezavantajlarindandir.

Molekiiler belirtecler ise bahsedilen diger tekniklerin aksine, DNA {iizerindeki
varyasyonu dogrudan ifade etmektedir. Molekiiler belirtecler genel olarak genom
iizerinde bulunan ve incelenen tiirler arasindaki benzerlik ve farkliklarin tespit
edilmesinde kullanilan 6zel DNA dizileri olarak tanimlanabilir. Molekiiler belirteg
yontemlerinin temelinde inversiyon, delesyon, translokasyon, insersiyon ve
duplikasyon gibi kromozomal DNA degisimleri sonucu olusan dizi farkliliklarinin
incelenmesi yatmaktadir [Yang et al., 2015]. Bu dizi degisimlerinin incelenmesi i¢in;
restriksiyon ve polimeraz zincir reaksiyonu (Polymerase chain reaction, PCR) temelli
belirteg yontemleri olmak iizere iki temel teknik gelistirilmistir. Ideal bir molekiiler

belirtecin asagidaki 6zelliklere sahip olmas1 beklenmektedir [Parveen et al., 2016]:

* Polimorfik bir tabiata sahip olmali

* Diploid bir organizmada homozigot ve heterozigot genotipleri ayirabilmeli, yani
ko-dominant olmali

* Genom lizerinde genis bir yayilim frekansina sahip olmali

* Kolay erisilebilmeli

* Hizl1 sonug vermeli

* Hizli ve kolay uygulanmali

e Tekrar edilebilir olmali



2.Belirte¢ Sistemleri ve Retrotranspozon Temelli
Belirtecler

Belirteg sistemleri gelistirilme ve uygulama yontemlerine gore 2 grup altinda

toplanmaktadir:

* Restriksiyon temelli belirte¢ sistemleri

* PCR temelli belirteg sistemleri

2.1. Restriksiyon Temelli Belirte¢ Sistemleri

Restriksiyon temelli belirte¢ sistemlerinde, gDNA (genomik DNA) {izerinde
bulunan 6zel niikleotid dizilerini taniyan ve buna gore kesim yapan restriksiyon
endonukleazlar1 kullanilmaktadir. 1lk olarak insanda genetik haritalandirma
caligmalarinda kullanilmistir [Botstein et al., 1980]. Teknik; gDNA’ nin restriksiyon
enzimleri ile kesilerek jel lizerinde yiiriitiilmesi, uygun problar ile hibridize edilmesi
ve olusan niikleotid dizi uzunluklarinin incelenmesine dayandigi igin restriksiyon
uzunluk polimorfizmi (restriction fragment length polymorphism, RFLP) olarak
adlandirilmigtir. RFLP teknigi (i) yiiksek tekrar edilebilirlik, (ii) genom igerisinde
yiikksek oranda dagilmasi, (iii) kodlama yapmayan bdlgelerdeki cesitliligin de
incelenebilmesi ve (iv) kodominant yapisi sayesinde heterozigot fenotiplerin de tespit
edilebilmesi gibi avantajlara sahiptir. Ancak, (i) gorece yiiksek gDNA ihtiyaci, (ii)
radyoaktif problarin kullanimi ve (iii) maliyetli olmasi da bu teknigin en biiyiik

dezavantajlaridir [Grover and Sharma, 2015].

2.2. PCR temelli belirte¢ sistemleri

PCR temelli belirte¢ sistemleri, karakterize edilmek istenen bireylere uygun
primerler kullanarak, primerlerin baglanma bolgeleri arasinda kalan gDNA bdlgesinin
cogaltilmast esasina dayanmaktadir. Bu teknik diisiik miktarda gDNA ihtiyaci ve
diisiik biitceler ile bitki gen kaynaklarmin karakterizasyonunu miimkiin hale
getirmistir. Kullanilan primerler ve hedef bolgelerin ¢esitliligine gore farkli teknikler

gelistirilmistir [Parveen et al., 2016]:



*Rastgele c¢ogaltilmis polimorfik DNA (RAPD, Randomly Amplified
Polymorphic DNA)

* Cogaltilmis dizi uzunluk polimorfizmi (AFLP, Amplified Fragment Length
Polymorphism)

* Basit dizi tekrarlar1 aras1 bolge ¢cogaltimi(ISSR, Inter simple sequence repeats)

* Basit dizi tekrar1 cogaltim polimorfizmi (SSR, Simple sequence repeats)

2.2.1. Rastgele ¢ogaltilmis polimorfik DNA, RAPD

RAPD teknigi, gDNA’ ya rastgele bir sekilde baglanan primerlerin arasinda
kalan bolgenin ¢ogaltilarak, tiirler arasindaki benzerlik veya farkliliklar tespit
edilebilmesi esasina dayanmaktadir [Williams et al., 1990]. Bu teknigin en 6nemli
ozelliklerinden biri ¢ok (i) ucuz olmasi, (ii) her tiirli canliya kolaylikla
uygulanabilmesi, (iii) ayni anda bir ¢ok lokusu karakterize edebilmesi ve (iv) genom
iizerinde genis bir dagilima sahip olmasidir. Dominant bir belirte¢ sistemi olan RAPD
heterozigot genotipleri ayirt edememekte ve diisiik miktarda gDNA’ ya gereksinim
gostermesi  nedeniyle de RFLP  teknigindeki  olumsuzluklar1  ortadan
kaldirilabilmektedir. Ancak primerlerin diisiik baglanma sicakliklarina sahip olmasi
ve rastgele baglanma Oriintiisii yiiziinden, yeniden tekrarlanabilirlik agisindan
dezavantajlidir [Parveen et al., 2016].

RAPD tekniginin sahip oldugu avantajlar sayesinde farkli ihtiyaglara yonelik

belirteg sistemleri de gelistirilmistir. Bu tekniklerden en 6nemlileri:

* SCAR (Dizisi karakterize edilmis ¢ogaltilmis bolge, Sequence Characterized
Amplified Regions) sisteminde, RAPD sonras1 elde edilen polimorfik bantlar
jelden geri alinarak dizilenir ve bu dizilere gore tasarlanan primerler
karakterizasyon caligsmalarinda kullanilabilir [Martin et al. 1989], [Michelmore
etal., 1991].

* DAF (DNA Cogaltim Parmak izi, DNA Amplification Fingerprinting) tekniginde
ise RAPD primerlerine gore daha kiigiik (5 b¢) uzunlugunda primerler kullanilir
ve elde edilen bantlar floresan isaretleme ile incelenirler [Caetano-Anollés et al.,
1991].

* AP-PCR (Belirsiz baglanma PCR, Arbitrary Primed Polymerase Chain Reaction)
teknigi de yine benzer ilkelerle calismaktadir [Welsh and McClelland, 1991].



2.2.2. Cogaltilmis Dizi Uzunluk Polimorfizmi (AFLP)

AFLP teknigi genel olarak, RFLP ve PCR temelli belirte¢ sistemlerinin bir
birlesimidir. Tki temel asamadan olusur: (i) gDNA’ nin restriksiyon endonukleazlari
ile kesimi ve (ii) niikleotid dizilerinin uglarina baglanan adaptorler yardimiyla segici
bir PCR gergeklestirilmesi. Bu asamalar sonucunda elde edilen iirlinler poliakrilamid
jel elektroforezi (PAGE, Polyacrylamide gel electrophoresis) ile yiiriitiiliip giimiis
boyama ile analiz edilmektedir [Vos et al., 1995]. AFLP’ nin en 6nemli 6zellikleri (i)
yikksek bir tekrarlanabilirlik gostermesi (i) otomatik dizileyicilere adapte
edilebilmesi, (iii) yliksek oranda polimorfizm saglamasi ornek gosterebilir. Ancak
farkl dizi bilgisine sahip ancak boyut agisindan homoloji gosteren bantlarin varligi bu

teknigin en 6nemli dezavantajlarindandir.

2.2.3. Basit Dizi Tekrarlar: (SSR)

Basit dizi tekrarlari, ¢ogunlukla dkaryotik genomlarda bulunan ve 1 ile 5° 1i
niikleotid tekrarlarina sahip bolgelerdir [Powell et al., 1996]. islevleri tam olarak
aydinlatilmasa da, (i) ylksek derecede cesitlilige sahip olmalari, (ii) heterozigot
genotipleri gostermeleri, (iii) diisiik gDNA ihtiyacina sahip olmalar1 ve (iv) yeniden
tekrarlanabilme olanagi gibi 6zellikleri yliziinden tiirler aras1 benzerlik ve farkliliklarin
tespit edilmesinde, Ozellikle popililasyon genetigi calismalarinda siklikla
kullanilmaktadir. Ancak bu belirte¢ sistemleri dizi bilgisine bagimli olduklari igin

gelistirilmeleri biraz pahalidir [Parveen et al., 2016].

2.2.4. Basit Dizi Tekrarlar1 Aras1 Bolgeler (ISSR)

ISSR teknigi, basit dizi tekrarlar1 (SSR) arasinda yer alan 100-3000 bg
uzunluktaki niikleotid dizileridir [Zietkiewicz et al., 1994]. Basit dizi tekrar bolgelerini
hedefleyen 16-18 b¢’ lik primerler kullanilarak gerceklestirilen ISSR teknigi, (1) diisiik
oranda gDNA kullanilmas: ve (ii) dizi bilgisi gerektirmemesi gibi nedenlerle tercih

edilen dominant bir belirte¢ sistemidir [Parveen et al., 2016].



2.3. LTR-Retrotranspozon Temelli Belirte¢c Sistemleri

2.3.1. Transpozonlar ve LTR-Retrotranspozonlar

Transpozonlar, genom iizerinde kendilerini bir konumdan baska bir konuma
aktarma yetenegine (transpozisyon) sahip olan DNA dizileridir. Ik olarak misir
bitkisinde kromozom kiriklar1 olusturarak tohumlarin renk degisiminden sorumlu
oldugu tespit edilen transpozonlar [McClintock, 1951], ilerleyen yillarda insan dahil
biitiin okaryotik organizmalarda da belirlenmis ve genom yapisal biitiinligi
icerisindeki 6nemli 0gelerden biri olduklar1 gosterilmistir [Bennetzen and Wang,
2014], [Alzohairy et al. 2014], [Grandbastien, 2015]. Bu ac¢idan bakildiginda
transpozonlar, transpozisyon mekanizmalar1 sayesinde i¢inde bulunduklari genoma
akigkanlik kazandirarak genomik varyasyon olusturan diziler olarak da
tanimlanabilirler.

Transpozonlar, replikasyon mekanizmalarina gore iki ana grup altinda

toplanirlar [Schulman, 2013]:

* DNA transpozonlari: Transpozisyon mekanizmasi sadece DNA ara formu ile
gerceklesir. Yani transpozon kendisini genomdaki bir noktadan bagka bir noktaya
tasir. Bu mekanizma kes-yapistir mekanizmasi olarak da adlandirilir.

* RNA transpozonlari, Retrotranspozonlar: Once RNA ara formu olarak transkribe
edilen transpozon sonra ters-transkripsiyon ile DNA ara formuna doniisiir ve
gDNA’ ya entegrasyon gerc¢eklesir Bu yiizden “kopyala yapistir” mekanizmasi
olarak ifade edilir. Retrotranspozonlar da yapisal 6zelliklerine gore iki ana gruba
ayrilmaktadirlar: (i) LTR’ siz retrotranspozonlar ve (i) LTR’ i

retrotranspozonlar

Tipik bir LTR-Retrotranspozon asagidaki bolgelerden olusmaktadir (Sekil 1.1)
[Kalendar et al., 2011]:

* LTR Bolgesi: Retrotranspozonlarin 5° ve 3’ u¢larinda bulunan, transkripsiyonun
baslamas1 ve sonlanmasi i¢in gerekli sinyal dizilerini igeren 200 — 1000 baz ¢ifti
(b¢) uzunlugundaki diziler. LTR bolgesinin 5’ ucunda transkripsiyonun
baslamasini saglayan Pol-II protomotorii bulunmaktadir. 3’ bdlge ise

poliadenilasyon ve terminator sinyallerini igermektedir. Ayni zamanda LTR
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bolgelerinin i¢ kisimlarmmda TIR (I¢ ters tekrar) bélgeleri bulunmaktadir
[Schulman, 2013].

*PBS (Primer Binding Site, Primer Baglanma Bolgesi) Bolgesi: mRNA olarak
transkribe edilen retrotranspozonun 5’ LTR boélgesinin 3’ ucunda bulunan ve
mRNA’ nin cDNA (complementary DNA, tamamlayict DNA) haline ¢evrilmesi
icin gerekli tRNA primerlerinin baglandigi ve biitiin retrotranspozonlarda
bulunan evrensel dizi.

* Protein Kodlayic1 Bolge: Retrotranspozon transkripsiyonunun ardindan olusan
RNA molekiiliiniin ters transkripsiyonu i¢in gerekli ters transkriptaz (RT), RNA
molekiiliiniin yikimint saglayan RNAse H (RH), olusan DNA’ nin genoma

yeninde girmesine yardim eden integraz (IN) proteinlerinin kodlandig1 bolge.

PBS PPT

Sekil 1.1: LTR retrotranspozon karakteristik 6zelliklerinin sematik gdsterimi. Ok
yonii 5° 3’ yoniinii temsil etmektedir.

Transpozonlarin, 6zellikle de LTR-retrotranspozonlarin genoma olan katkist ti¢

noktada incelenebilmektedir [Grandbastien, 2015], [Bennetzen and Wang, 2014]:

* Sahip olduklar1 diizenleyici bolgeler sayesinde g¢evresel stresler ile transkribe
olabilmeleri,

* “Kopyala-yapistir” mekanizmasi sayesinde genom igerisindeki sayilarini
arttirabilmeleri ve genom boyutuna katki saglamalari,

* Transpozisyonun gerceklestigi bolgelerde gen duplikasyonlari, yeni diizenleyici

gen bolgeleri olusturmalar1 ve mutasyona sebep olmalari.

LTR-retrotranspozonlart yukarida da bahsedildigi gibi yasam dongiileri
yliziinden canlilarin genom boyutu artisindan sorumlu en 6nemli elementlerden
birisidir. Ornek olarak misir, arpa ve bugday gibi bitkilerde genomun %80 kadarlik
bir kisminin LTR-retrotranspozonlardan olustugu tespit edilmistir [Bennetzen et al.,

2005]. Ayrica LTR retrotranspozonlarin ¢evresel etkenler (UV, abiyotik stresler) ve



bitki doku kiiltiirii kosullarinda aktivasyonlar1 farkli bitki tiirleri ve farkli stres
kosullarinda ayrintili olarak incelenmistir [ Grandbastien, 2015].

Retrotranspozonlar, hareketli tabiatlar1 sayesinde kromozomal yeniden
diizenlenmeler ve genomda yeni diizenleyici bolgeler olusturmak suretiyle hem
organizmanin degisen c¢evresel sartlara uyumunu saglayabilirler hem de tiirlesme i¢in

itici bir kuvvet olustururlar [Biemont and Vieira, 2006], [Kalendar et al. 2011].

2.3.2. Retrotranspozon Temelli Belirte¢ Sistemleri

Retrotranspozonlar; (i) genom igerisinde daginik halde bulunmalari, (ii) ortak
yapisal Ozelliklere sahip dizilerinin olmasi, (iii) genom ¢apinda diizenlemelere
katilmalar1 gibi ozellikleri yiiziinden molekiiler belirte¢ olarak kullaniimaya
uygundurlar. Bu bakis agisiyla, retrotranspozonlarin farkli yapisal bdlgeleri
kullanilarak 3 farklt PCR tabanli retrotranspozon belirte¢ sistemi gelistirilmistir. Bu
sistemler cogunlukla retrotranspozonlar arasindaki LTR bdlgelerinin veya bir
retrotranspozon ile bir basit dizi tekrarlar1 (SSR) arasindaki bolgenin ¢ogunlukla PCR
ile cogaltilmasina dayanmaktadir [Kalendar et al., 2011], [Kalendar and Schulman,

2006], [Kalendar et al., 2010], [Kalendar and Schulman, 2014]:

*iPBS (inter retrotransposon binding site, Ara primer baglanma bolgesi ¢ogaltim
polimorfizmi)

* [RAP (Inter retrotransposon amplified polymorphism, Retrotranspozonlar arasi
bolge cogaltim polimorfizmi)

*REMAP  (Retrotransposon  microsatellite ~ amplified  polymorphism,
Retrotranspozon mikrosatellit cogaltim polimorfizmi)

*SSAP (Sequence specific amplified polymorphism, Dizi spesifik ¢ogaltim

polimorfizmi)

2.3.2.1. iPBS Belirte¢ Sistemi

PBS bolgeleri hedef alinan bu belirte¢ sisteminde, 5’ uglar1 karsilikli olarak
hizalanmig iki farkli retrotranspozonun arasindaki bdlgenin ¢ogaltilmasi
amaglanmistir (Sekil 1.2). Ayni zamanda PBS bolgesinin sahip oldugu kisith sayidaki

tRNA baglanma bolgeleri sayesinde, retrotranspozonlar i¢in korunmus LTR



bolgelerinin ¢cogaltilmasi ve dizilenerek yeni retrotranspozonal dizilerin elde edilmesi

olanakli olmaktadir [Kalendar et al., 2010].

PBS
o En ¢ A » LR (-
7/
Sdd
- 4D

Sekil 1.2: iPBS belirtec sistemi ile izlenen strateji. Primerler PBS bolgesine uygun
bir sekilde tasarlanarak 5’ uclar1 karsilikli olarak hizalanmuis iki retrotranspozonun
arasindaki bolge cogaltilmaktadir.

2.3.2.2. IRAP Belirte¢ Sistemi

Bu teknikte ise iki tane retrotranspozon arasinda kalan bolge ¢ogaltilmaktadir.
Primerler iPBS belirte¢ sisteminde oldugu gibi 5° uglart karsilikli olarak hizalanmig
iki farkli retrotranspozonun LTR bolgelerine uygun olarak tasarlanmaktadir [Kalendar

etal., 1999].

PBS

_ / L ‘
7/
-

Sdd
[ ____o

Sekil 1.3: IRAP belirteg sistemi ile izlenen strateji. Primerler retrotranspozonlarin
LTR bolgelerine uygun bir sekilde 5’ uglar1 karsilikli olarak hizalanmus iki
retrotranspozonun arasindaki bolge cogaltilmaktadir.

2.3.2.3. REMAP Belirte¢ Sistemi

Retrotranspozonlarin ¢ogunlukla SSR gibi yiiksek sayida tekrara sahip olan
dizilerle benzer genomik bdlgelerde bulunmasi, bu dizilerin birlikte incelenmesini
olanakl1 kilmaktadir. Hem LTR bdlgesine 6zgii hem de SSR bolgelerine 6zgii dizilere
sahip olan primerlerin birlikte kullanilmasi sonucunda, belirli bir retrotranspozon ile
bir SSR bolgesi arasinda kalan dizi ¢ogaltilabilmektedir (Sekil 1.4) [Kalendar et al.,
1999].



SSR Motif PBS
4 > LR (-
-

Sekil 1.4: REMAP belirteg sistemi ile izlenen strateji. Primerler retrotranspozonlarin
LTR ve gDNA’ nin SSR bélgelerine uygun bir sekilde tasarlanarak SSR ve
retrotranspozonal bolge arasindaki DNA dizisi ¢ogaltilmaktadir.

2.3.2.4. SSAP Belirtec¢ Sistemi

AFLP belirte¢ sistemine benzer bir strateji izlenen SSAP’ ta temel yontem iki
farkl restriksiyon enzimleri (cogunlukla Msel ve Pstl) ile kesilen gDNA parcalarina
adaptorler eklenmekte ve LTR bolgeleri ile adaptorlerin arasindaki kismin
cogaltilmas: hedeflenmektedir. Bu yontemin en biiyiik avantajlarindan birisi ise
AFLP’ ye oranla daha yiiksek seviyede polimorfizm ve ko-dominansi gostermesidir
[Waugh et al., 1997].

Son yillarda LTR retrotranspozonlari, sahip olduklar1 karakteristik 6zellikler
sayesinde filogenetik caligmalar ve genetik ¢esitliligin belirlenmesinde molekiiler
belirte¢ sistemi olarak siklikla kullanilmaktadir [Kalendar et al.,, 2011].
Retrotranspozon temelli belirte¢ sistemleri su ana kadar akdeniz hurmasi [Guo et al.,
2006], bugday [Carvalho et al., 2010], turunggiller [Biswas et al., 2010], {iziim tiirleri
ve cesitleri [Guo et al., 2006], keten [Smykal et al., 2011], yonca [Abdollahi
Mandoulakani et al., 2011], cocoyam [Doungous et al., 2015], taro [Doungous et al.,
2015], zambak [Lee et al., 2015] ve alig [Rahmani et al., 2015] gibi bir ¢ok bitkide

uygulanmuistir.
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3.Pistacia Cinsi

3.1. Taksonomik Tarihce

Sapindales sinifi ve Anacardiaceae ailesinin bir {liyesi olan Pistacia cinsi, en az
11 tiire sahip, yaprak doken ve dokmeyen dioik agaclardan olugmaktadir [Al-Saghir
and Porter, 2012]. Pistacia cinsinde iki temel ¢esitlilik bolgesi tespit edilmistir [Parfitt
and Badenes 1997], [Kafkas and Perl -Treves 2001]: (i) Giiney Avrupa’ nin Akdeniz
bolgesi, Kuzey Afrika ve Ortadogu, (ii) Batt ve Orta Asya.

P. vera L., bu takson igerisinde ticari olarak en Onemli tiirii olarak goéze
carpmaktadir. Oyle ki, hem anag olarak yaygin bir kullanima sahiptir hem de tohumlar1
gida, tip ve temizlik gibi bir ¢cok farkli endiistri alaninda ihtiyaglar1 karsilamaktadir.
FAO (Besin ve Tarmm Orgiitii, Food and Agriculture Organization)’ ya gore Tiirkiye,
2013-2014 yillar1 i¢inde Diinyada iiretilen ortalama 916.921 ton olan antepfistigi
iiretiminde 88.600 ton ile tigiincii sirada bulunmaktadir [FAOSTAT, 2016].

Pistacia cinsini ilk olarak Linnaeus [1753] Species plantarum isimli kitabinda 3
tiir olarak tanimlamustir: P. vera L., P. terebinthus L. ve P. lentiscus L.. Ilerleyen
yillarda diger tiirler de tespit edilmistir: P. atlantica [Desfontaines, 1799], P. mexicana
HBK [Humboldt et al., 1824] P. mutica Fischer [Fischer and Meyer, 1838] P.
palaestina [Boissier, 1849], P. khinjuk [Stockmans and Hooker, 1852], P. chinenis
Bunge [Bunge, 1853], P. integerrima Stewart [Steward and Brandis, 1874], P. falcata
Martelli [Martelli, 1886], P. weinmannifolia Franchet [Franchet, 1886] ve P. texana
Swingle [Swingle, 1920].

Pistacia cinsi lizerine yapilan ilk calisma Engler tarafindan gergeklestirilmis ve
8 farkli tiir incelenmesine ragmen herhangi bir smiflandirma yapilmamistir (P.
atlantica, P. chinensis, P. khinjuk, P. lentiscus, P. mexicana, P. mutica, P. terebinthus
ve P. vera) [Engler, 1881]. Ancak Pistacia genusu iizerine yapilmis en genis kapsamli
aragtirma Zohary [1952] tarafindan yaprak ve diger morfolojik karakterlerin
incelendigi ve Pistacia cinsini 4 kisma ayirdigi calismadir: Lenticella (P. mexicana ve
P. texana), Eu-Lentiscus (P. lentiscus, P. saportae ve P. weinmannifolia), Butmela (P.
atlantica), Eu-Terebinthus (P. chinensis, P. khinjuk, P. palaestina, P. terebinthus ve
P. vera. Zohary bu ¢alismalar1 sonucunda P. vera’ nin genus igerisindeki en atasal tiir
oldugu sonucunda varmistir. Ayrica Zohary, fosil kayitlarina dayanarak Pistacia

cinsinin 80 milyon yil 6nce ayrildigini 6ne siirmiistiir. Al-Saghir ve Porter [2012]” 1n
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19 farkli morfolojik belirte¢ kullanarak yaptigi baska bir calismada ise Pistacia

genusu, Pistacia ve Lentiscella olarak 2 ana kiimeye ayrilmistir.

3.2. Molekiiler Belirte¢c Calismalar:

[lerleyen dénemlerde molekiiler belirte¢ yontemlerin gelistirilmesiyle molekiiler
baglamda yapilan bir ¢ok calisma ile Pistacia cinsi igindeki filogenetik iligkiler
aciklanmaya ¢alisilmistir [Ozden-Tokatli et al., 2010]. Ancak bu ¢alismalar hem tiirler
arasinda siklikla olusan tilirler arasi melezler yiiziinden olusan yakin iligkiler
sonucunda gercek tiirlesmeyi hem de kisith 6rnek kullanimi ve melez 6rneklerin dahil
edilmemesi yliziinden tiirler arasindaki genetik iliskileri agiklamakta yetersiz kalmistir
[Parfitt and Badenes, 1997], [Al-Saghir and Porter 2012], [Xie et al., 2014].

Karakterizasyon caligsmalari molekiiler belirte¢ sistemleri ile devam etmistir. P.
vera’ nin 55 farkli ¢esidinin yaprak ornekleri kullanilarak yapilan bir ¢alismada 7
farkli izoenzim sistemi incelenmis ve en yiiksek polimorfizm seviyesinin glukoz fosfat
izomeraz enziminde oldugu tespit edilmistir [Rovira et al., 1998].

Izozim belirteglerinin kullanimi1 disinda restriksiyon ve PCR temelli farkli
molekiiler belirteglerle de Pistacia cinsindeki karakterizasyon calismalari devam
etmistir: -

Hormaza ve arkadaglarinin [1994] 15 farkli antepfistigi ¢esidi ile yaptig1t RAPD
caligmasi sonucunda iki ayr1 grubun varlig1 ortaya cikartilmustir. ilk grup Akdeniz,
Kuzey Afrika ve Orta Asya iken diger gruptaki tiirler Zagros ve Kafkaslardan koken
almaktadir. Yine Hormaza et al tarafindan yapilan ve 29 farkli P. vera ¢esidi
kullanilarak yapilan baska bir ¢calismada [1998] ise yine yliksek seviyede polimorfizm
gozlenmistir.

Kloroplast DNA’ st kullanilarak RFLP belirte¢ sistemiyle yapilan g¢alisma
sonucunda Pistacia cinsi Terebinthus (P. saportae disindaki diger tiirler) ve Lentiscus
(P. lentiscus, P. weinmannifolia, P. mexicana, P texana) olarak iki kisma ayrilmigtir.
Ayrica P. vera ve P. khinjuk tiirlerinin Pistacia cinsi igerisindeki atasal tiirler oldugu
ve P. khinjuk’ un P. vera’ dan koken aldig1 bulunmustur [Parfitt and Badenes, 1997].

Hem morfolojik ve hem de RAPD verilerine dayanarak yapilan ¢alismalarda ise
P. vera’ ya en ¢ok benzeyen tiirlin P. eurycarpa oldugu tespit edilmis ve test edilen
biitiin genotiplerde morfolojik belirteglerin hem tiir i¢i hem de tiirler aras1 baglamda

yiiksek cesitlilik gdsterdigi tespit edilmistir. Ayrica P. palaestina ve P. terebinthus

12



arasindaki yakin iligki ortaya koyulmustur [Kafkas and Perl -Treves 2001], [Kafkas
and Perl -Treves 2002].

Ayni sekilde Akdeniz ve Yunanistan kokenli P. lentiscus, P. terebinthus, P.
chinensis, P. palaestina ve P. vera ile yapilan RAPD ve AFLP calismasinda da yine
iki ayr1 grubun olustugu tespit edilmistir. Birinci grup P. lentiscus’ u igerirken diger
grup ise geri kalan tiirlerden olugsmaktadir [Katsiotis et al., 2003].

Akdeniz bolgesine 6zgii Pistacia tiirleri kullanilarak yapilan diger bir AFLP ve
RAPD calismasinda ise cins iki farkli gruba ayrilmistir. ilk grup P. lentiscus’ u
icerirken, ikinci grup diger biitiin tiirleri icermektedir. Ayrica ikinci grubun da P.
palaestina, P. terebinthus ve P. vera, P. atlantica, P. khinjuk olarak iki farkl kiimeye
ayrildig1 tespit edilmistir. Ayrica tiirlerin, Zohary [1952]" nin ortaya koydugu
taksonomik siniflandirma sistemine uygun bir sekilde ayrildigi tespit edilmistir
[Golan-Goldhirsh et al., 2004].

7 farkl iilkeden 69 farkli P. vera cesidi kullanilarak yapilan AFLP, ISSR ve
RAPD calismasinda ise; gesitlerin Iran kokenli ve Akdeniz kokenli olarak iki farkli
gruba ayrildig: belirlenmistir [Kafkas et al., 2006].

Molekiiler belirte¢ calismalari disinda plastid (trnL-F, ndhF, psA-ycf3, rpsl6,
rpll6, atpB-rbcL, psbA-trnH) ve cekirdek (ITS, ETS) dizileri kullanilarak yapilan
caligmalar, daha Once belirtilen ve Pistacia cinsini 2 veya 4 gruba ayiran ¢aligsmalarin
aksine, tlirler arasinda agsi1 bir evrim oldugunun ortaya koymustur. Ayrica bu ¢alisma
hem tiirler aras1 hibritlerin konumlarini belirlemis hem de Pistacia cinsi kapsaminda
gercek tlirlesme Oriintilislinii ortaya ¢ikarmistir [Yi et al. 2008], [Xie et al. 2014]. Bu
calisma sonucunda Pistacia tiirlerinin 36 milyon yi1l 6nce en yakin akrabalarindan

ayrildigi tespit edilmistir

13



3.3. Calismanin amaci

Bu c¢alismada Akdeniz bolgesine ait 7 farkli Pistacia tirii ve 3 farkl
retrotranspozon temelli belirteg sistemi kullanilarak asagidaki noktalar aydinlatilmaya

calisilmistir:

* Pistacia cinsinde bulunan genetik ¢esitliligi incelemek,

 Kullanilan 3 farkli belirte¢ sisteminin ¢esitlilik indekslerini karsilagtirmak,

* Tiirler arasindaki filogenetik iligkileri agiklamak,

* Retrotranspozon temelli belirte¢ sistemlerinin Pistacia cinsi i¢indeki diger
tiirlerde de genetik ¢esitlilik ve molekiiler 1slah ¢alismalarinda kullanilabilecegini

gostermek,

* Pistacia tiirlerine 6zgii olas1 yeni retrotranspozonlarin belirlenmesi.
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4. MATERYAL ve YONTEMLER

Tez galismasi kapsaminda izlenen yontem ve adimlar agagida listelenmistir:

* Bitki drneklerinin elde edilmesi

¢ Orneklerin sterilizasyonu ve in vitro ortamda ¢imlendirilmesi

*Hem in vitro ¢imlendirilmis hem de farkli gelisim evrelerinden alinmig
orneklerden gDNA izolasyonu ve elde edilen gDNA’ larin kalite ve saflik tayini

* Retrotranspozon belirte¢ sistemleri kullanilarak 6rneklere PCR uygulamasi ve
var-yok matrislerinin olugturulmasi

* Kullanilan belirteg sistemlerinin gosterdikleri varyasyon degerlerinin istatistiksel
yontemlerle karsilastirmali olarak incelenmesi

* Pistacia cinsindeki molekiiler iliskilerin her belirte¢ sistemi ile ayr1 ayr1 ve son
olarak birlikte incelenmesi

e Farkli gelisim evrelerindeki orneklerin gosterdigi benzerlik ve farkliliklarin
incelenmesi

*iPBS belirte¢ sistemi kullanilarak Pistacia cinsine 0zgii olast yeni

retrotranspozon dizilerinin belirlenmesi

4.1. Cahsmalarda Kullamlan Bitki Ornekleri

Kontrollii polenizasyon kosullarinda iiretilen 6 farkli Pistacia (P. vera cv. Siirt,
P. terebinthus, P. khinjuk, P. palaestina, P. mutica, P. lentiscus) tohumu Antepfistigi
Arastirma Enstitiisiinden (Gaziantep) Veysel Siizerer tarafindan temin edildi. P.
atlantica tiirlerine ait tohumlar ise Cezayir’ den Dr. Limane Abdiilkerim tarafindan
temin edildi. Tohum ornekleri soguk oda (+4 °C) kosullarinda saklanarak ilerleyen
caligsmalarda kullanildi. Sterilizasyon ardindan P. lentiscus cv. Chia tohumlarinda
goriilen canlilik kayb yiiziinden gDNA elde edilmesinde Ibrahim Kog tarafindan in

vitro kosullarda alt kiiltiirlenen govdecikler kullanildi.

4.2. Tohum Orneklerinin Sterilizasyonu ve
Cimlendirilmeleri

Calismalarda kullanilacak olan tohumlar, Ozden-Tokatli et al. [2005] tarafindan

uygulanan protokole gore (Tablo 2.1) her bir tiirden en az 5 tohum olacak sekilde
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sterilize edildi. Tohumlar, bitki biiylime diizenleyicilerinin bitkilerde stres olusturarak
retrotranspozon  profillerinde  farkliliklara neden olabilecegi gbz Oniinde
bulundurularak, herhangi bir bitki biiyiime diizenleyicisi eklenmemis MS 0 (kullanilan
besiyeri bilesenleri ve miktarlar1 Tablo 2.14 ve Tablo 2.16° da belirtilmistir)
besiyerinde [Murashige and Skoog, 1962] ¢imlendirildi. Kok ve gévde ekseni olusan
bitkiler (yaklagik 3 hafta), besiyerinden alinip dH,O ile yikanarak gDNA
izolasyonunda kullanilmak tizere -80 °C’ de saklandilar. Sadece P. lentiscus tiriinde
istenen diizeyde ¢cimlenme elde edilemedigi icin, siirekli olarak alt kiiltiirii yapilan bir

P. lentiscus hattindan alinan in vitro govdeler gDNA izolasyonu i¢in kullanildi.

4.3. Farkh Gelisim Evrelerindeki Orneklerin Gosterdigi
Degisimler

Farkli gelisim evrelerindeki retrotranspozon profil farkliliklarini incelemek igin
P. vera’ ya ait embriyo, in vitro ¢imlendirilmis gévde, kok ve tiim bitkicik 6rnekleri
kullanildi. Embriyolar, olgun tohumlardan binokiiler mikroskop altinda ¢ikartildiktan

sonra gDNA izolasyonu i¢in kullanildi.

4.4. Bitkiciklerden DNA izolasyonu

Bitkiciklerden ve farkli gelisim evrelerine ait Orneklerden yapilacak DNA
izolasyonu i¢in Doyle [1987] tarafindan gelistirilen ve Lodhi et al. [1994] tarafindan
modifiye edilen CTAB izolasyon protokolii (izolasyon tamponlarinin hazirlanis1 Tablo
2.17’ de belirtilmistir) kullanildi.

Odunsu bitki 6rneklerinde bulunan yogun polisakkarit ve fenolik bilesenlerin,
DNA izolasyonu sirasinda gDNA kararliligi ve saflig1 iizerinde olumsuz etkileri
bulundugu bilinmektedir. Polisakkarit bilesenleri ortadan kaldiran NaCl ve fenolik
bilesenleri indirgeme yetenegi olan PVP kimyasallar1 sayesinde bu modifiye edilmis
yontem ile bahsi gecen bilesiklerin olumsuz etkileri ortadan kaldirilmaya galigildi
[Fang et al. 1992], [John 1992].

Elde edilen gDNA Ornekleri %1,5 agaroz konsantrasyonuna sahip jel
elektroforez sistemine yiiklenerek A/HindIII belirteci ile 80 volt altinda 30 dakika
yiiriitiilerek incelendi. Orneklerin sahip oldugu gDNA miktarlari ise spektrofotometrik

(Shimadzu Biotech, Biospec-nano) yontemle, 1 ul 6rnek yiiklenerek gergeklestirildi.
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Tablo 2.1: Calismalarda kullanilacak olan sterilizasyon ¢ozeltileri ve bitki
orneklerine uygulanacak siireler.

Sterilizasyon Cozeltisi Uygulanan Siire (Dakika)

% 70 Et OH 5
% 10 H,O, 5
% 20 Domestos 20

CTAB izolasyon protokolii ile bitkiciklerden DNA izolasyonu ise asagida
belirtilen agamalarda gergeklestirildi:

* Bitki parcalar1 havanda, siv1 azot ile ezilerek toz haline getirilerek tiipe aktarildu.

* Her 50 mg bitki 6rnegi i¢in 6 ml CTAB izolasyon tamponu ve 50 mg PVP 6rnege
eklendi.

* 60 °C su banyosunda 25 dakika inkiibasyon yapildi.

* Esit hacimde 24 : 1 oraninda kloroform : oktanol eklenerek 4000 rpm’ de 25
dakika santrifiij edildi.

* Santrifiij sonrasi olugan iist s1v1 yeni bir tiipe alindu.

* %, hacim 5 M NaCl ve 1 hacim % 95 EtOH eklenerek +4 °C’ de DNA iplikgikleri
goriilene kadar bekletildi.

*3000 rpm’ de 5 dakika va 5000 rpm’ de 15 dakika santrifiij yapilarak DNA
coktiirtildi.

* Olusan iist s1v1 dokiildii ve DNA %75 EtOH ile yikanarak, liyofilizatdrde etanol
ucana kadar bekletildi.

* Kuruyan DNA ultra saf su ile sulandirildi.

* Son derisimi 1 mg/ml olacak sekilde RNaz A eklenerek sicak su banyosunda 45
dakika inkiibe edildi.

*Son derisim 0,1 mg/ml olacak sekilde Proteinaz K eklendi ve sicak su
banyosunda 30 dakika inkiibe edildi.

* Esit hacimde 24 : 1 oraninda kloroform : oktanol eklenerek 4000 rpm’ de 25
dakika santrifiij edildi.

* Olusan iist s1v1 yeni bir tiipe alind1.

* %, hacim 5 M NaCl ve 1 hacim % 95 EtOH eklenerek +4 °C’ de DNA iplikgikleri
goriilene kadar bekletildi.
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*3000 rpm’ de 5 dakika ve 13000 rpm’ de 5 dakika santrifiij yapilarak DNA
coktiirtildi.

* Olusan iist s1v1 dokiildii ve DNA %75 EtOH ile yikanarak, liyofilizatdrde etanol
ucana kadar bekletildi.

* Kuruyan DNA 50 pL ultrasaf dH,O ile ¢dziilerek -20 °C’ a kaldirild.

4.5. Retrotranspozon Temelli Belirte¢ Sistemleri ile PCR

Tez c¢alismast kapsaminda retrotranspozonlarin  PBS ve LTR evrensel
bolgelerine uygun olarak tasarlanmig retrotranspozon temelli 3 farkli belirteg sistemi
(iPBS, IRAP ve REMAP) kullanild1 [Kalendar et al., 1999], [Kalendar et al., 2010].
Kullanilan belirte¢ sistemlerinden biri olan iPBS yonteminde 5’ uglart karsilikli
konumlanmig iki retrotranspozonun arasindaki gDNA bolgesinin ¢ogaltiimasi
amaglanmaktadir. Diger bir belirte¢ sistemi olan IRAP yonteminde ise yine 5’ uglari
karsilikli konumlanmis retrotranspozonlar arast bolge c¢ogaltilmaktadir. REMAP
yonteminde ise farkli olarak genom iizerindeki SSR bolgelerine 6zgii primerler IRAP
primerleri ile birlikte kullanilarak bu iki bolge arasindaki gDNA kisminin ¢ogaltilmasi
amaclandi.

Bu protokol uyarinca kullanilan primerler Tablo 2.2° de verilmistir. REMAP
belirte¢ sistemi i¢in ise LTR ve SSR primerlerinin farkli kombinasyonlar1 kullanildi (

Tablo 2.3). Retrotranspozon temelli belirteg sistemleri i¢in kullanilan PCR
protokolii Kalendar et al. [2010]" da belirtilen yontemin modifiye edilmesi ile elde

edilmistir. PCR protokolii ve PCR dongiileri Tablo 2.4 ve Tablo 2.5 de agiklandu.
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Tablo 2.2: Tez ¢alismasi1 kapsaminda kullanilan retrotranspozon belirte¢ sistemine

uygun primerler ve baglanma sicakliklari.

Primer Dizi (5°—37) Ta (°C)
iPBS

S-1 GCTCTGATACCA 53
S-2 CTCATGATGCCA 53
S-3 GCTCCGATGCCA 60
S-4 CTCACGATGCCA 54,3
S-5 GCGGAGTCGCCA 62,9
S-6 AGGTGGGCGCCA 62,9
S-7 GCTCGGATACCA 55
S-8 CCCAGCAAACCA 54,3
S-9 TCGCATCAACCA 53
S-10 TAGATGGCACCA 51,4
S-11 ACTTGGATGCCGATACCA 53,5
S-12 ATCCTGGCAATGGAACCA 55,4
S-13 AGAGAGGCTCGGATACCA 55,4
S-14 CCCCTACCTGGCGTGCCA 55,4
S-15 ACCTAGCTCATGATGCCA 55,4
S-16 ACCTAGGCTCGGATGCCA 55,4
S-17 GACCTAGCTCTAATACCA 51
S-18 CTCTCAATGAAAGCACCA 50,4
S-19 AGAACGGCTCTGATACCA 50,4
S-20 AGAAGAGCTCTGATACCA 60
IRAP

LTR-1 ACCCCTTGAGCTAACTTTTGGGGTAAG 55
LTR -2 CTTGCTGGAAAGTGTGTGAGAGG 55
LTR-3 TGTTAATCGCGCGCTCGGGTGGGAGCA 55
LTR -2 CTTGCTGGAAAGTGTGTGAGAGG 55
LTR-3 TGTTAATCGCGCGCTCGGGTGGGAGCA 55
LTR -4 AGCCTGAAAGTGTTGGGTTGTCG 55
LTR -5 CTGGCATTTCCATTGTCGTCGATGC 55
LTR-6 GCATCAGCCTGGACCAGTCCTCGTCC 55
LTR -7 CACTTCAAATTTTGGCAGCAGCGGATC 55
LTR -8 TCGAGGTACACCTCGACTCAGG 55
LTR-9 ATTCTCGTCCGCTGCGCCGCCCCTACA 55
LTR-10 TGAGTTGCAAGGTCCAGGCATCA 55
SSR

ISSR - 10 GAAGAAGAAGAAGAAGG 55
ISSR - 13 AGAGAGAGAGAGAGAGT 55
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Tablo 2.3: REMAP belirteg sistemi kapsaminda kullanilan primer ¢iftlerinin

kombinasyonlari.

Primer Kombinasyon Primer Seti Kombinasyon
Seti LTR ISSR LTR ISSR
REMAP1 2 10 REMAP 8 2 13
REMAP2 3 10 REMAP 9 3 13
REMAP3 4 10 REMAP 10 4 13
REMAP4 5 10 REMAP 11 5 13
REMAPS5 6 10 REMAP 12 6 13
REMAP6 7 10 REMAP 13 7 13
REMAP7 10 10 REMAP 14 10 13

PCR sonrasinda elde edilen tepkime iiriinleri 1 kb ve 100 bp DNA belirtegleri

kullanilarak %1,5” lik agaroz jel lizerinde 300 amper akim ve 80 volt altinda 6 saat

ylritilmiistir.

PCR oOrneklerti,

elektroforez

tamamlandiktan

sonra floresan

goriintliileme cihazinda (Biorad, Chemidoc) incelenerek fotograflar: ¢ekildi.

Tablo 2.4: Retrotranspozon temelli belirte¢ sistemi ¢alismalarinda kullanilan PCR

protokolii.
Bilesen Stok Konsantrasyon Son Konsantrasyon  Miktar (uL)
10X PCR Tamponu 10X 1X 2,5
MgCl12 25 mM 2,5mM 2,5
dNTP 10 mM 0,4 mM 2
Primer 10 uM 1 uM 2,5
Genomik DNA 50 ng/uL 50 ng 1
Taq Polimeraz Su/uL 2 iinite 0,4
dH,O -
Toplam Hacim 25

Tablo 2.5: Retrotranspozon temelli belirteg sistemi ¢alismalar1 kapsaminda
kullanilan PCR dongiileri.

Sicaklik (°C) Siire (Dak.)

On Denatiirasyon 95 3
Denatiirasyon 95 1
30 Dongii  Baglanma 48 - 68 1
Uzama 68 1
Son Uzama 72 5
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4.6. iPBS Sistemi ile Olas1 Yeni Retrotranspozonlarin
Arastirilmasi

Onceki boliimlerde ifade edildigi gibi iPBS yontemi sayesinde elde edilen DNA
dizilerinin  karakterize edilmesiyle ~ yeni  retrotranspozonal dizilerin
tanimlanabilmektedir. Pistacia cinsine 6zgii olasi yeni retrotranspozonal dizilerini
tanimlanmasi i¢in iPBS PCR sonucu elde edilen dizilerin pGEM 5Zf(+) (Promega)

vektoriine klonlanarak dizilenmesi amaglandi.

4.6.1. PCR, Saflastirma ve Fosforilasyon Asamalari

Olas1 yeni retrotranspozon dizilerinin belirlenmesi i¢in Tablo 2.2° de belirtilen
biitiin iPBS primerleri kullanilarak yapilan PCR deneyleri (TabloTablo 2.6) sonrasinda
elde edilen tepkime iirlinleri %1,5’ lik agaroz jel izerinde 300 Amper akim ve 80 volt
altinda yarim saat ytiriitiildii.

PCR fiiriinleri, PureLink’ PCR saflagtirma kiti (Invitrogen) kullamlarak
saflagtirildi. Bu protokol uyarinca; PCR iiriinleri 4 farkli ependorf tiipte birlestirilip
(en fazla 100 pl hacim olacak sekilde), ayri ayr1 4 hacim baglama tamponu (binding
buffer) eklenerek, kolona ytiklendi ve 10.000 g’ de 1 dakika santrifiij edildi.

Tablo 2.6: iPBS belirteg sistemi ile Pistacia cinsine 6zgii yeni retrotranspozonal
dizilerin elde edilmesi i¢in kullanilan PCR protokolii

Bilesen Reaksiyon Konsantrasyonu
10X Dream Taq PCR Tamponu  1X

dNTP 0,2 mM

Primer 1 uM

Genomik DNA 50 ng

Taq Polimeraz (Dream Taq) 1 iinite

Pfu DNA Polimeraz (Fermentas) 0,04 {inite

Toplam Hacim 25ul

Ardindan yikama tamponu ile muamele edilen 6rnekler tekrar 10.000 g’ de 1
dakika santrifiij edilerek yikandi. Fazla kalan etanol artiginin temizlenmesi i¢in de 2-
3 dakika kadar santrifiij edilerek kolonlar temiz ependorf tiiplere alind1 ve 50 pul siizme
tamponu (elution buffer) eklenerek santrifiij yapildi. Ardindan tiipler birlestirilerek ve

spektrofotometrik yontemle DNA konsantrasyonu ol¢iildii.
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Elde edilen ornekteki DNA konsantrasyonunun arttirilmasi i¢in Na-Asetat
coktiirmesi uygulandi. Bu protokol uyarinca; 6rnege 0,1 hacim Na-Asetat eklenmis ve
iyice karistirllmigtir. Ardindan 2 hacim Etanol eklenerek -80°C’ de 30 dakika
bekletildi. 13.000 rpm’ de 15 dakika santrifiijiin ardindan etanol siiziilerek 6rnek
kurutuldu ve 50 pl su i¢inde ¢oziildii.

Kullanilan PCR teknigi kiit u¢lu iirlinler olusturdugu i¢in, orneklerin pGEM-
5Zf(+) vektorii ile ligasyon tepkimelerine alinmadan once fosforile edilmesi
gerekmektedir. 2.7’ de belirtilen protokol ile drnekler 37°C* de 30 dakika inkiibe
edilerek, 2 pL 0,5 M EDTA ile reaksiyon durduruldu. Fenol-Kloroform saflastirmasi
ile yogunlastirilan ve saflastirilan 6rnekler optimal DNA yogunlugu igin uygun
miktarda dH,O sulandirildiktan sonra spektrofotometrik yontemle DNA miktar
olgtildii.

Tablo 2.7: PCR f{irtinlerinin fosforilasyonu i¢in kullanilan reaksiyon bilesenleri.

Bilesen Miktar
PCR iiriinii 250 ng
10X Kinaz Tamponu 4 puL

0,1 mM ATP 2 ulL

T4 Polinukleotid 10-20 tinite
Kinaz

dH,0O (Son hacim) 40 L

4.6.2. Kompetan Hiicrelerin Hazirlanmasi

Klonlama deneylerinde kullanilacak olan kompetan hiicreler TFB protokolii
uyarinca hazirlanmistir (kullanilan tamponlarin hazirlanmasi

Tablo 2.19° da ifade edilmistir). Bu protokole gore E. coli IM109 hiicreleri -
80°C gliserol stoktan bir gece dnce agarli LB besiyerine agilandi1 ve 37°C’ de bir gece
boyunca biiylimeye birakildi. Ertesi giin olusan tek kolonilerden 5 ml LB besiyerine
kiirdan ile agilama yapilarak ve 200 rpm ve 37°C’ de 2 saat inkiibasyona birakilmistir.
Elde edilen hiicreler 100 ml LB’ ye aktarilarak tekrar 200 rpm ve 37°C’ de ODggo
degeri 0,4-0,5 olana kadar inkiibasyona birakildi.

Logaritmik faza gecen kiiltiir, 50 ml olacak sekilde tiiplere ayrildi ve 3000 rpm’
de 10 dakika santrifiij edilmistir. Ust s1v1 atilarak elde edilen hiicre ¢okeltisi 40 ml Tfbl
cozeltisi ile ¢oziilerek 10 dakika boyunca buzda bekletildi. 4 derece 3000 rpm’ de 8

dakika santrifiijiin ardindan tekrar iist siv1 dokiildii ve arta kalan hiicre ¢okeltisi 1 ml
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T1bII ile ¢oziilerek 100 pl olacak sekilde ependorflara ayrilarak uzun siireli saklama

icin hemen -80°C’ ye aktarild1.

4.6.3. Transformasyon Protokolii

Klonlama protokolii i¢in 100 pl kompetan hiicreler, ligasyon tirtinleriyle birlikte
buz tistiinde 60 dakika siireyle inkiibe edilmis, ardindan 42 °C’ de 2 dakika 1s1 soku
uygulamasinin ve 1 ml LB besiyeri eklenerek 200 rpm 37 °C’ de 1 saat boyunca
antibiyotik direnglilik geninin ekspresyonu saglandi. Ardindan 30 saniyelik kisa
santrifiij ardindan iist stvi dokiilmiis ve hiicre ¢okeltisi arta kalan sivi ile ¢oziilerek
ampisilin iceren agarli LB besiyerine yayilarak 1 gece boyunca 37 °C’ de inkiibe

edildi.
4.6.4. Plazmit Saflastirma, Kesim ve Defosforilasyon Asamalari

E. coli M 1009 hiicrelerine aktarilan pGEM-5zf(+) (Promega) plazmiti asagidaki
protokol uyarinca saflastirilmistir (Caligmalarda kullanilan ¢ézeltilerin hazirlanma
sekilleri Tablo 2.20’ de belirtildi).

Agar ile katilastirilmis LB (1mg/L ampisilin igeren) besiyerinde biiyiliyen
kolonilerden bir tanesi kiirdan yardimiyla 2 ml ampisilin igeren sivi LB besiyerine
astlanarak ve gilin boyunca 37°C’ de 200 rpm’ de inkiibasyona birakildi. Ampisilin
iceren 100 ml s1vi LB besiyerine aktarilan kiiltiir bir gece boyunca ayni1 kosullarda
inkiibe edildi.

Ardindan 4000 rpm’ de 20 dakika santrifiij edilen hiicreler iist siv1 atildiktan
sonra yaklasik 800 ul SOLI ile vortekslenerek oda sicakliginda 5 dakika bekletildi.
200 pl’ lik pargalara ayrilan karisimin iistiine 400 pul SOLII eklenerek 5 dakika
boyunca buz iistiinde bekletildi. Ardindan 300 ul SOLIII eklendi ve 10 dakika boyunca
buz iizerinde bekletildi. Karigtm 14000 rpm’ de 20 dakika santirfiij (+4 derece)
edilerek iist s1v1 yeni bir ependorf tiipe aktarilip, 0,6 hacim izopropanol eklenerek 1
saat boyunca oda sicakliginda bekletildi. 11000 rpm’ de 30 dakika santrifiij yapilarak
iist s1vi atilir ve arta kalan ¢okelti kurutularak 100 pl su igerisinde ¢oziildii.

Bu agamanin ardindan olugan RNA kirliliginin ortadan kaldirilmasi i¢in plazmit
DNA (pDNA)’ lar son konsantrasyonu 1 mg/ml olacak sekilde RNAz A ile 37 °C’ de
45 dakika inkiibe edildi. Elde edilen plazmit DNA’ lar bu asamada kesim
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optimizasyonu i¢in kullanilmis ve ilerleyen asamalarda fenol-kloroform ekstraksiyonu
uygulandi.

Orneklere esit hacimde fenol:kloroform:izoamil alkol (25:24:1) eklenerek ve 1
dakika vortekslenerek 13000 rpm’ de 2 dakika santrifiij edildi. Elde edilen iist siv1 yeni
bir ependorfa alinarak kloroform:izoamil alkol (24:1) eklenerek 2 dakika boyunca
13000 rpm’ de santrifiij edildi ve yine iist sivi alind1. Ardindan 0,1 hacim Na-Asetat
ve 2 hacim etanol eklenerek -80 °C’ de 30 dakika bekletildi ve 5 dakika santrifiijiin
ardindan arta kalan ¢okelti 100 pul dH2O ile ¢oziildii

Saflastirilmis plazmite PCR dirlinlerinin aktarilmasi icin oncelikle plazmitin

EcoRYV (Promega) restriksiyon enzimi ile tam olarak kesilmesi amaglandi (Tablo 2.8).

Tablo 2.8: Plazmit kesimlerinde kullanilan protokol. Kesimler 20 pl son hacme gore

yapilmustir.
Kimyasal Kullanilan miktar (uL)
dH,O 16,3
Restriksiyon kesim tamponu (10x) 2
Bovine serum albumin 0,2
DNA (1 mikrogram) 1
Restriksyon enzimi (20 u) 0,5

Kesilen plazmit daha sonra Tablo 2.9’ da belirtilen protokole gore defosforile

edilmis ve yeniden spektrofotometrik yontemle DNA konsantrasyonu olgiildii.

Tablo 2.9: Restriksiyon kesimi ardindan elde edilen pDNA’ nin CIAP enzimi
kullanilarak defosforilasyonu

Kimyasal Kullanilan miktar (uL)
pDNA (en fazla 10 pmol 5’ ucu) 40

CIAP 10X Reaksiyon tamponu 5

Sulandirilmig CIAP (0,01 v/ uL) En fazla 5 pL

Son hacim 50 uL

4.6.5. Ligasyon Protokolii

PCR firiinlerinin saflagtiritlmasi ve plazmit kesim optimizasyonlarinin ardindan
elde edilen iirlinler bu adimda pGEM 5 Zf(+) vektoriine klonlandi. Klonlama
protokoliinde 150 ng pGEM plazmit ile 1 KB ve 2 KB olacak sekilde optimize
edilmeye calisildi (Tablo 2.10). Elde edilen ligasyon firiinleri, E. coli JM 109
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hiicrelerine transforme edilerek 1 gece boyunca LB besiyeri iizerinde 37 derecede

inkiibasyona birakild1.

Tablo 2.10: PCR saflastirma sonucunda elde edilen iiriinlerin pGEM 5zf(+)
vektoriine klonlanmasi i¢in uygulanan protokol.

Malzemeler Stok

Ligasyon CIAP Arkaplan 1KB 2KB

T4-DNA Ligaz Buffer 10,00
Defos. Plazmit (ng/ pL) 82,96
nDefos. Plasmit (ng/ uL) 158,05

Insert (ng/ul) 93,65
PEG4000 (%) 50,00
T4 DNA Ligaz (u/ul) 3,00
dH,O

Son Hacim

2,00
0,00
0,95
0,00
2,00
1,00
14,05
20,00

2,00 2,00 2,00 2,00
1,81 1,81 1,81 1,81
0,00 0,00 0,00 0,00
0,00 0,00 1,60 4,27
2,00 2,00 2,00 2,00
1,00 0,00 1,00 1,00

13,19 14,19 11,59 8,92
20,00 20,00 20,00 20,00

4.6.6. Koloni PCR Yontemi ile Klonlarin Dogrulanmasi

Ligasyon sonucunda beyaz renkli pozitif kolonilerde bantlarin varliginin

dogrulanmasi ve ardindan belirlenen iirlinlerin dizileme asamasi gelmektedir. Bu

amagla, beyaz renkli kolonilerden kiirdan yardimiyla alinan 6rnekler 1 gece boyunca

ampisilin igeren besiyerinde inkiibe edilip koloni PCR ile klonlarin dogrulanmasi

amaclandi (Tablo 2.11).

Tablo 2.11: Pozitif sonug veren beyaz renkli kolonilerdeki bant varliklarinin
dogrulanmast i¢in kullanilan koloni PCR protokolii

Bilesen Reaksiyon Konsantrasyonu
10X PCR Tamponu 1X

25 mM MgCl, 2,5mM

dNTP 0,2 mM

M13-F 1 uM

M13-R 1 uM

Bakteri 2 uL

Taq Polimeraz (Dream 2u

Taq)

Toplam Hacim 25ul
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4.7. Istatistiksel Yontem

PCR analizlerinde test edilen her tiir icin 5 farkli 6rnek kullanilmis ve en az iki
kere tekrar yapilmigtir. Farkli gelisim evrelerindeki drnekler i¢in ise 2 farkli tekrar
yapildi. Test edilen 10 farkli iPBS, IRAP ve 14 farkli REMAP belirteg sisteminde en
iyi cogaltim profili sergileyen primerler ilerleyen istatistiksel ¢aligmalarda kullanilda.

Agaroz jel elektroforezi sonucunda elde edilen jel goriintiilerinde her bir bant iki
alleli bir lokus olarak degerlendirilmis ve bu lokuslar, bantlarin varligi (1) ve yoklugu
(0) ile isaretlenerek matrisler olusturulmustur. Olusturulan var-yok matrisleri ilerleyen
istatistik ¢aligmalarda kullanilacak temel veriyi de olusturdu.

Belirteg sistemlerinin gosterdigi ¢esitlilik degerleri Tablo 2.12° de gdsterildigi
gibi R istatistik platformu {izerinde yazilan kodlar ile hesaplanmig ve belirteg
sistemlerinin tiirler arasindaki farkliliklar1 ayirma giicleri karsilagtirmali olarak
incelendi[Roldan-Ruiz et al., 2000], [Belaj et al. 2003], [Campbell et al., 2010].

Ayrica hem iki farkli belirte¢ sistemi arasindaki iliskinin agiklanmasi igin
Mantel testi kullanildi. Mantel testi iki farkli benzerlik veya uzaklik matrisinin ne
kadar korelasyon gosterdigini analiz etmek i¢in kullanilan bir istatistiksel yontemdir.
Bu yonteme gore iki farkli matristen bir tanesinin biitiin elemanlar1 belirli bir sayida
permiitasyona (bizim ¢alismamizda 1000 permiitasyona kullanilmistir) ugratilarak iki
matris arasindaki korelasyon degeri hesaplanmaktadir. Bu amagla R istatistik
platformu iizerine vegan isimli kiitiiphane yiiklenmis ve kiitiiphane icerisindeki mantel
fonksiyonu kullanildi [Legendre and Legendre, 1998] (Hem cesitlilik sabitleri
hesaplanmas1 hem de Mantel testi i¢in kullanilan kodlar EK B’ da verilmistir).

Tiirler arasindaki benzerlik ve farkliliklarin analiz edilmesi i¢in yine var-yok
matrisleri kullanilmis ve bu veriler MVSP (MultiVariate Statistical Package) isimli
paket program ile analiz edilerek Jaccard benzerlik katsayilar1 elde edilmistir. Jaccard
benzerlik katsayisi, iki farkli grup arasindaki benzerligi, ortak karakterlerin varligina
dayanarak hesaplamaktadir. Buna gore oncelikle iki tiir arasinda ortak bantlarin varligi
(a) hesaplanir. Ardindan bu sirayla sadece birinci tiirde bulunan bantlar (b) ve ardindan

sadece ikinci tiirde bulunan bantlar (c) hesaplandi (Tablo 2.13).
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Tablo 2.12: Tez ¢alismasi kapsaminda kullanilan belirte¢ sistemlerinin ¢esitlilik
analizlerinde kullanilan istatistiksel yontemler.

Cesitlilik Sabitleri Hesaplama Yontemi
Toplam primer sayisi U

Lokus sayist L

Polimorfik lokus say1s1 np

Monomorfik lokus say1si M

Polimorfik lokus orani P,

Primer basina lokus n,=L/U

Beklenen heterozigosite H, =1 —Zp,-2

Lokus basina efektif allel (n,): n.=1/2p;

Toplam efektif allel (N,): N.=2n,

Test verimlilik indeksi (4;): A= N,/U

Etkin multipleks oran1 (E): E=n,x P,

Markor index (M): M=H,x L

Ayirma giicli (R,): R,=2(1-(2x 10.5 — pi|))
Polimorfizm bilgi icerigi PIC= (X 2fi(1-1i))/L

Tablo 2.13 Jaccard benzerlik katsayis1 hesaplanirken kullanilan yontem.

Birey 1
Bant Var (1) | Bant Yok (0)
. Bant Var (1) | a b
Birey 2 Bant Yok (0) | ¢ d

Ardindan asagidaki formiile gore iki farkli grup arasindaki Jaccard benzerlik

katsayist hesaplanmistir (Jaccard, 1908):

(2.1)

Jaccard Benzerlik Katsayist =
at+b+c

Tez calismasi kapsaminda incelenen tiirler arasinda molekiiler iliskilerin
belirlenmesi ve filogenetik agaglarin olusturulmasi igin ise tekrar var-yok matrisleri
kullanilmdi. DARWIN isimli programa yiiklenen veriler daha sonra 900 yineleme
(bootstrap) testine tabi tutularak filogenetik agaglar olusturuldu [Perrier and
Jacquemoud-Collet, 2006]. Bu yontem sayesinde 900 farkli aga¢ olusturularak,
tiirlerin bu agaclarda yiizde ka¢ oraninda gruplandiklari incelendi.

Kullanilan belirte¢ sistemlerinin tiirleri ne kadar ayirabildigini gdstermek igin
ise MatLab (2013a) platformu kullanilarak Birincil Oz bilesen tahlili, PCA (Principal
Component Analysis) istatistik yontemi uygulandi. PCA, birbirleriyle dogrusal olarak
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iliskide olmayan veri gruplarinin birbirleri arasindaki varyasyonun en fazla oldugu

goriiniimii bulmak i¢in kullanilan bir istatistiksel yontemdir (EK B).

4.8. Tez Cahismasi1 Kapsaminda Kullanilan Gerecler

Calisma kapsaminda kullanilan kimyasallar, enzimler ve kitler Tablo 2.14° de
cihazlar ise Tablo 2.15° de ayrintil1 olarak belirtilmistir.

Bitki tohumlarinin in vitro ¢gimlenmeleri i¢in kullanilan MS besiyerinin icerigi
Tablo 2.16° ta belirtilmigtir. Ayrica DNA izolasyonunda ve jel goriintiileme
sistemlerinde kullanilan ¢6zeltilerin hazirlanma sekilleri Tablo 2.17 ve Tablo 2.18 de

aciklanmistir.
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Tablo 2.14: Calisma kapsaminda besiyeri, DNA izolasyonu ve jel goriintiileme
sistemlerinde kullanilan kimyasal maddelerin isimleri, alinan firmalar ve katalog

numaralart.
Kimyasal Adi Firma Adi Katalog No
Etil alkol (%96) Pro-Lab -
Nikotinik asit Sigma N-0765
Tiamin HCI Sigma T-3902
Piridoksin HCI Sigma P-8666
Myo-inositol Sigma I-3011
Agar Merck 1.01614
Sukroz Merck 1.07651
BA (Benzil adenin) Sigma B-3408
NH4NO; (Amonyum nitrat) Sigma A-3795
KNOj; (Potasyum nitrat) Sigma P-8291
KH,PO, (Potasyum fosfat) Sigma P-8416
CaCl,.2H,0 (Kalsiyum klortir) Sigma C-2536
Ca(NO3),.4H,0 (Kalsiyum nitrat) Sigma C-2786
MgS0,4.7H,0 (Magnezyum siilfat) Sigma M-7899
H;BO; (Borik asit) Sigma B-9645
KI (Potasyum iyodiir) Riedel-de Haen 03124
MnS0,4.4H,0 (Mangan siilfat) Sigma M-7899
ZnS0,.7H,0 (Cinko stilfat) Sigma Z-1001
Na;Mo00,4.2H,0 (Molibdik asit) Sigma M-1651
CuS0,4.5H,0 (Bakir siilfat) Sigma C-8027
CoCl,.6H,0 (Kobalt klortir) Sigma C-2911
FeS0O,4.7H,0 (Demir stilfat) Sigma F-8263
Na,EDTA .
(Sodyum etilendiamintetraasetik asit) Sigma it -
CTAB
(Setil Trimetil Amonyum Bromid) Merck 102342
Tris-HCl AppliChem A3452
Trizma Base Sigma T6066
NaCl Sigma S3014
EDTA Calbiochem 324503
B-Merkaptoetanol Applichem A-11080
PVP (Polivinil pirolidon) Sigma P-2307
Kloroform Sigma 372978
Oktanol AppliChem A3461
Agaroz Sigma T6066
Trizma base Sigma S3014
Asetik asit Calbiochem 324503
Etidyum bromid Sigma P-2307
Jel Yiikleme boyasi Sigma 372978
. . Intron
Taq DNA polimeraz PCR Kkiti Biotechnology 25022
A DNA-Hind III AppliChem A3461
. Intron
1 kb DNA belirte¢ (TrackIt™) Biotechnology 27062
. Intron
100 bp DNA belirteg (TrackIt™) Biotechnology 32181
Intron
RNaz A Biotechnology 27062
Proteinaz K Intron 32181
Biotechnology
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Tablo 2.15: Calisma kapsaminda kullanilan cihazlar

Cihaz Adi Cihazin Modeli Firma

Hassas terazi TP3030 Denver Instrument
Otoklav HV-110L Hirayama

Etliv DIN 12880 Binder

Bitki bilytlitme odas1 RivaCold Genpa Miihendislik
pH metre pH209 Hanna Instrument
Manyetik karistirici MR3001 Heidolph
Sterilizator Steri 350 Swiss Made
Laminar akimli kabin Cleanair PMU Company
Iklimlendirme dolab1 WTC Binder

Derin dondurucu (-20 °C) GS26DN13NE Simens

Buzdolab (4 °C) RG 1380 Indesit

SA tank1 ARPEGE 40 Dmc-airliquide
Havan H 100 MM Isolab

Sicak su banyosu D-77960 Julabo
Liyofilizator RC10.10. Jouan

Vorteks AC230 VNR International
Mikrodalga firin MWT71E Samsung
Nanodrop BioSpec-nano Shimadzu Biotech
Otomatik pipet 3862243 Eppendorf Research
Santrifiij Universal 32 Hettich

Termal dongii cihazi PTC-200 MJ Research INC
Jel elektroforezi ve gii¢ kaynag1 MP300 Claver Scientific
Jel goriintiileme cihazi Universal Hood II BIO-RAD

Tablo 2.16: Tez ¢alismasi kapsaminda tohum 6rneklerinin ¢imlendirilmesi igin
kullanilan MS besiyeri igerigi.

Kimyasal Miktar (1 L i¢in)  Kimyasal Miktar (1 L igin)
NH4NO; 1650 mg CoCl,.6H,0 0,025 mg
KNO; 1900 mg CuS04.5H,0 0,025 mg
KH,PO4 170 mg FeSoy 28 mg
MgS0,4.7H,0 370 mg Na,EDTA 37 mg
CaCl,.2H,0 440 mg Glycine 2 mg
MnSO4.H»0 16,9 mg Nicotinic Acid 0,5 mg
ZnS0,4.7H,0O 8,6 mg Thiamin HC1 0,1 mg
Na,MO,4.2H,0 0,25 mg Pyridoxine HCl 0,5 mg
KI 0,83 mg Sukroz 30 gr
H;BO.. 6,20 mg Myo-inositol 100 mg
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Tablo 2.17: Orneklerden DNA izolasyonu i¢in kullanilan ¢dzeltilerin hazirlanmasi ve
kullanilacak miktarlari.

Kimyasal Konsantrasyon Kullanilacak Miktar (1 L)
CTAB izolasyon Tamponu

CTAB % 2 20¢g
EDTA 20 mM 72 ¢
Trizma Base 0,1 M 12 ¢
NaCl 1,4M 81,8
B-merkaptoetanol % 0,2 32 uL
NaCl Cozeltisi

NaCl 5M 2922¢g
Kloroform-Oktanol (24:1)

Kloroform 24/25hacim 960 ml
Oktanol 1/25 hacim 40 ml

Tablo 2.18: Jel elektroforez sistemlerinde kullanilan ¢ozeltilerin hazirlanmasi ve
kullanilacak miktarlar.

Kimyasal Konsantrasyon Kullanilacak Miktar (1 L)
TAE Tamponu

Trisbase - 242 gr
Asetik asit - 57,1 ml
0,5M Na EDTA - 100 ml
Agaroz Jel % 1,5 15 gr
B-merkaptoetanol % 0,2 32 uL
Agaroz Jel

NaCl 5M 2922¢g
Kloroform-Oktanol (24:1)

Kloroform 24/25hacim 960 ml
Oktanol 1/25 hacim 40 ml

Tablo 2.19: Kompetan hiicre hazirlanirken kullanilan ¢ozeltiler.

Stok Stoktan Kullanilacak Miktar (500 ml i¢in)
30 mM KOAc IM 15 ml
50 mM MnCl, IM 25 ml
TFB-I 100 mM KCl IM 50 ml
10 mM CaCl, IM 5 ml
15% Gliserol 75% 100 ml
Stok Stoktan Kullanilacak Miktar (100 ml i¢in)
10 mM Na-MOPS 1M 1 ml
pH:7
TFB-II 10 mM KCl M 1 ml
75 mM CaCl, IM 7,5 ml
15% Gliserol 75% 20 ml
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Tablo 2.20: Plazmit izolasyonu i¢in kullanilan ¢ozeltiler.

Cozeltiler Kimyasallar Kullanilan Stok 20 ml stok i¢in

25 mM TRIS-HCI (pH: 8,0) 2M 250 pl
SOL I 10 mM EDTA (pH: 8,0) 0.5M 400 pl
50 mM Glukoz %20 Glukoz 990 pl

Kullanilan Stok 10 ml igin
SOL II 0,2 NaOH 10 N NaOH 200 pl
%1 SDS %20 SDS 500 pl

Kullanilan Stok 20 ml i¢in
%60 KOAc 5M 12 ml
SOL I Glasiyel Asetik Asit - 2,3 ml
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S. BULGULAR
5.1. Orneklerden Yapilan gDNA izolasyonlari

Calismalarda oncellikle hem in vitro ¢imlendirilmis bitkiciklerden (Sekil 3.5)
hem de farkli gelisim evresine ait bitki kisimlarindan (embriyo, govde, kok) elde
edilen DNA’ lar agaroz jel elektroforez (Sekil 3.6 ve Sekil 3.7) sisteminde
goriintiilenmis ve spektrofotometrik olarak saflik tayini yapilmistir (Tablo 3.21 ve
Tablo 3.22). Elde edilen sonuglar incelendiginde hem gorsel olarak hem de
spektrofotometrik olarak gDNA’ larin molekiiler karakterizasyon c¢aligmalarinda

kullanilabilecegine karar verilmistir.

Sekil 3.5: Yaklasik 4 hafta boyunca MS 0 besiyerinde in vitro ¢cimlendirilmis
Pistacia bitkicikleri a) P. atlantica Desf., b) P. palaestina Boiss., ¢) P. mutica
Fischer, d) P. terebinthus L., ) P. vera L. Siirt. f) In vitro P. lentiscus L bitkicikleri.

33



10 111213 141516 1718 M 23130

PIEM M 1 2 3 4 56 7 8 910 11121314151617 M LRARN

Sekil 3.6: CTAB protokoliine gore yapilan izolasyonun ardindan elde edilen gDNA’
larin, %1,5 lik agaroz jelde elde edilen goriintiileri. M: A DNA (2 pl) Ust Sira: 1-5,
P. vera; 6-10, P. khinjuk; 11-15, P. mutica; 16-18, P. terebinthus. Alt Sira: 1-2, P.
terebinthus; 3-7, P. atlantica; 8-12, P. palaestina; 13-17, P. lentiscus.

Sekil 3.7: Embriyo, govde, kok ve in vitro bitkiciklerinden DNA izolasyonu
sonrasinda agaroz jel’ e yiiklenerek goriintiilenen gDNA” lar. 1-2: Embriyo 1-2; 3-4:
Govde 1-2; 5: Lambda HindIII marker; 6-7: Kok 1-2; 8-9: P. vera 1-2.
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Tablo 3.21: CTAB protokolii soncunda elde edilen gDNA’ larin spektrofotometrik

olarak miktar ve saflik 6l¢timleri.

Ornek Ismi Miktar(ng/ul)  0OD260/280 OD260 0OD280
P. vera-1 281,24 1,95 5,801 3,062
P. vera-2 146,7 1,95 3,139 1,71
P. vera-3 667,53 1,83 13,693 7,62
P. vera-4 341,32 1,9 6,813 3,583
P. vera-5 755,59 1,95 15,515 8,159
P. khinjuk-1 233,43 1,88 4,695 2,51
P. khinjuk-2 205,31 1,91 4,054 2,096
P. khinjuk-3 195,55 1,87 3,939 2,114
P. khinjuk-4 194,07 1,91 3,888 2,035
P. khinjuk-5 138,65 1,89 3,216 1,912
P. mutica-1 35,78 1,87 1,371 1,037
P. mutica-2 77,66 1,94 1,471 0,72
P. mutica-3 38,89 2,19 0,657 0,234
P. mutica-4 150,31 1,91 3,057 1,624
P. mutica-5 214,61 1,8 5,455 3,553
P. terebinthus-1 134,58 1,92 2,573 1,282
P. terebinthus-2 370,71 1,92 7,443 3,895
P. terebinthus-3 140,01 1,95 2,75 1,388
P. terebinthus-4 96,24 1,96 1,872 0,932
P. terebinthus-5 99,08 2 1,841 0,848
P. atlantica-1 20,57 2,47 0,301 0,056
P. atlantica-2 60,17 2,04 1,133 0,519
P. atlantica-3 92,21 1,8 2,285 1,463
P. atlantica-4 99,71 1,94 1,976 1,011
P. atlantica-5 60,23 1,95 1,132 0,544
P. palaestina-1 176,39 1,87 4,231 2,593
P. palaestina-2 95,34 1,83 2,15 1,285
P. palaestina-3 181,1 1,93 3,488 1,744
P. palaestina-4 51,41 2,04 0,866 0,343
P. palaestina-5 50,3 1,99 0,872 0,371
P. lentiscus-1 42.4 2,11 0,776 0,33
P. lentiscus-2 31,43 2,08 0,514 0,188
P. lentiscus-3 117,17 1,85 2,33 1,253
P. lentiscus-4 63,39 1,95 1,094 0,478
P. lentiscus-5 44,17 1,93 0,832 0,407
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Tablo 3.22: Calismalarda kullanilan farkli gelisim evrelerine ait 6rneklerin DNA

miktarlari.
Ornek Konsantrasyon (ng/pl) 0D260/280 0D260/230
Embriyo-1 411,50 1,81 0,84
Embriyo-2 426,75 1,94 1,42
Govde-1 157,25 1,89 2,05
Govde-2 168,61 1,84 2,13
Kok-1 360,39 1,85 2,05
Kok-2 255,97 1,88 2,16
P. vera-1* 341,32 1,90 2,29
P. vera-2* 755,59 1,95 2,30

5.2. PCR Ardindan Jel Goriintiilerinin incelenmesi

PCR tepkimelerinin ardindan iPBS (1, 2,4, 5,6, 7, 8, 9, 19; Sekil 3.8-Sekil 3.16),
IRAP (2,3,4,5,6,7, 10; Sekil 3.17-Sekil 3.23) ve REMAP (3, 6, 7,9, 10, 11, 13, 14;

Sekil 3.24-Sekil 3.31) belirteg sistemlerinde en iyi sonug veren primerler tespit edilmis

ve ilerleyen c¢alismalarda kullanilmistir. Farkli gelisim evlerinden elde edilen

orneklerden yapilan PCR bant profilleri ise Sekil 3.32-Sekil 3.34 arasinda verilmistir.

Sekil 3.8: iPBS-1 primeri kullanilarak 6 saat agaroz jel elektroforezi sonucunda elde
edilen jel goriintiisii. Ornekler 5° 1i gruplar halinde yiiklenmislerdir. Sirastyla: P. vera
(1), P. mutica (2), P. khinjuk (3), P. terebinthus (4), P. atlantica (5), P. palaestina
(6), P. lentiscus (7).
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Sekil 3.9: iPBS-2 primeri kullanilarak 6 saat agaroz jel elektroforezi sonucunda elde
edilen jel goriintiisii. Ornekler 5° li gruplar halinde yiiklenmislerdir. Sirastyla: P. vera
(1), P. mutica (2), P. khinjuk (3), P. terebinthus (4), P. atlantica (5), P. palaestina

600

(6), P. lentiscus (7).

600

Sekil 3.10: iPBS-4 primeri kullanilarak 6 saat agaroz jel elektroforezi sonucunda elde
edilen jel goriintiisii. Ornekler 5° 1i gruplar halinde yiiklenmislerdir. Sirastyla: P. vera
(1), P. mutica (2), P. khinjuk (3), P. terebinthus (4), P. atlantica (5), P. palaestina

(6), P. lentiscus (7).
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600

Sekil 3.11: iPBS-5 primeri kullanilarak 6 saat agaroz jel elektroforezi sonucunda elde
edilen jel goriintiisii. Ornekler 5° 1i gruplar halinde yiiklenmislerdir. Sirastyla: P. vera
(1), P. mutica (2), P. khinjuk (3), P. terebinthus (4), P. atlantica (5), P. palaestina

(6), P. lentiscus (7).

600

Sekil 3.12: iPBS-6 primeri kullanilarak 6 saat agaroz jel elektroforezi sonucunda elde
edilen jel goriintiisii. Ornekler 5° 1i gruplar halinde yiiklenmislerdir. Sirastyla: P. vera
(1), P. mutica (2), P. khinjuk (3), P. terebinthus (4), P. atlantica (5), P. palaestina

(6), P. lentiscus (7).
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Sekil 3.13: iPBS-7 primeri kullanilarak 6 saat agaroz jel elektroforezi sonucunda elde
edilen jel goriintiisii. Ornekler 5° li gruplar halinde yiiklenmislerdir. Sirastyla: P. vera
(1), P. mutica (2), P. khinjuk (3), P. terebinthus (4), P. atlantica (5), P. palaestina

600

(6), P. lentiscus (7).

600

Sekil 3.14: iPBS-8 primeri kullanilarak 6 saat agaroz jel elektroforezi sonucunda elde
edilen jel goriintiisii. Ornekler 5° 1i gruplar halinde yiiklenmislerdir. Sirastyla: P. vera
(1), P. mutica (2), P. khinjuk (3), P. terebinthus (4), P. atlantica (5), P. palaestina

(6), P. lentiscus (7).
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600

Sekil 3.15: iPBS-9 primeri kullanilarak 6 saat agaroz jel elektroforezi sonucunda elde
edilen jel goriintiisii. Ornekler 5° li gruplar halinde yiiklenmislerdir. Sirasiyla: P. vera
(1), P. mutica (2), P. khinjuk (3), P. terebinthus (4), P. atlantica (5), P. palaestina

600

(6), P. lentiscus (7).

600

Sekil 3.16: iPBS-10 primeri kullamlarak 6 saat agaroz jel elektroforezi sonucunda
elde edilen jel goriintlisti. Ornekler 5’ li gruplar halinde yiiklenmislerdir. Sirasiyla: P.
vera (1), P. mutica (2), P. khinjuk (3), P. terebinthus (4), P. atlantica (5), P.

palaestina (6), P. lentiscus (7).
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Sekil 3.17: LTR-2 primeri kullanilarak 6 saat agaroz jel elektroforezi sonucunda elde
edilen jel goriintiisii. Ornekler 5° 1i gruplar halinde yiiklenmislerdir. Sirastyla: P. vera
(1), P. mutica (2), P. khinjuk (3), P. terebinthus (4), P. atlantica (5), P. palaestina
(6), P. lentiscus (7).

600

Sekil 3.18: LTR-3 primeri kullanilarak 6 saat agaroz jel elektroforezi sonucunda elde
edilen jel goriintiisii. Ornekler 5° 1i gruplar halinde yiiklenmislerdir. Sirastyla: P. vera
(1), P. mutica (2), P. khinjuk (3), P. terebinthus (4), P. atlantica (5), P. palaestina
(6), P. lentiscus (7).
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Sekil 3.19: LTR-4 primeri kullanilarak 6 saat agaroz jel elektroforezi sonucunda elde
edilen jel goriintiisii. Ornekler 5° 1i gruplar halinde yiiklenmislerdir. Sirastyla: P. vera
(1), P. mutica (2), P. khinjuk (3), P. terebinthus (4), P. atlantica (5), P. palaestina
(6), P. lentiscus (7).

Sekil 3.20: LTR-5 primeri kullanilarak 6 saat agaroz jel elektroforezi sonucunda elde
edilen jel goriintiisii. Ornekler 5° 1i gruplar halinde yiiklenmislerdir. Sirastyla: P. vera
(1), P. mutica (2), P. khinjuk (3), P. terebinthus (4), P. atlantica (5), P. palaestina
(6), P. lentiscus (7).
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Sekil 3.21: LTR-6 primeri kullanilarak 6 saat agaroz jel elektroforezi sonucunda elde
edilen jel goriintiisii. Ornekler 5° 1i gruplar halinde yiiklenmislerdir. Sirastyla: P. vera
(1), P. mutica (2), P. khinjuk (3), P. terebinthus (4), P. atlantica (5), P. palaestina
(6), P. lentiscus (7).

600
600

Sekil 3.22: LTR-7 primeri kullanilarak 6 saat agaroz jel elektroforezi sonucunda elde
edilen jel goriintiisii. Ornekler 5° 1i gruplar halinde yiiklenmislerdir. Sirastyla: P. vera
(1), P. mutica (2), P. khinjuk (3), P. terebinthus (4), P. atlantica (5), P. palaestina
(6), P. lentiscus (7).
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Sekil 3.23: LTR-10 primeri kullanilarak 6 saat agaroz jel elektroforezi sonucunda
elde edilen jel goriintiisii. Ornekler 5° li gruplar halinde yiiklenmislerdir. Sirasiyla: P.
vera (1), P. mutica (2), P. khinjuk (3), P. terebinthus (4), P. atlantica (5), P.

palaestina (6), P. lentiscus (7).

600

Sekil 3.24: REMAP-3 primer kombinasyonu kullanilarak 6 saat agaroz jel

elektroforezi sonucunda elde edilen jel goriintiisii. Ornekler 5° 1i gruplar halinde
yliklenmiglerdir. Sirasiyla: P. vera (1), P. mutica (2), P. khinjuk (3), P. terebinthus

(4), P. atlantica (5), P. palaestina (6), P. lentiscus (7).
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Sekil 3.25: REMAP-6 primer kombinasyonu kullanilarak 6 saat agaroz jel
elektroforezi sonucunda elde edilen jel goriintiisii. Ornekler 5° 1i gruplar halinde
yliklenmiglerdir. Sirasiyla: P. vera (1), P. mutica (2), P. khinjuk (3), P. terebinthus
(4), P. atlantica (5), P. palaestina (6), P. lentiscus (7).

600 600

Sekil 3.26: REMAP-7 primer kombinasyonu kullanilarak 6 saat agaroz jel
elektroforezi sonucunda elde edilen jel goriintiisii. Ornekler 5° 1i gruplar halinde
yliklenmiglerdir. Sirasiyla: P. vera (1), P. mutica (2), P. khinjuk (3), P. terebinthus
(4), P. atlantica (5), P. palaestina (6), P. lentiscus (7).
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Sekil 3.27: REMAP-9 primer kombinasyonu kullanilarak 6 saat agaroz jel
elektroforezi sonucunda elde edilen jel goriintiisii. Ornekler 5° 1i gruplar halinde
yliklenmiglerdir. Sirasiyla: P. vera (1), P. mutica (2), P. khinjuk (3), P. terebinthus

600

(4), P. atlantica (5), P. palaestina (6), P. lentiscus (7).

600

Sekil 3.28: REMAP-10 primer kombinasyonu kullanilarak 6 saat agaroz jel
elektroforezi sonucunda elde edilen jel goriintiisii. Ornekler 5° 1i gruplar halinde
yliklenmiglerdir. Sirasiyla: P. vera (1), P. mutica (2), P. khinjuk (3), P. terebinthus

(4), P. atlantica (5), P. palaestina (6), P. lentiscus (7).
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sedild

Sekil 3.29: REMAP-11 primer kombinasyonu kullanilarak 6 saat agaroz jel
elektroforezi sonucunda elde edilen jel goriintiisii. Ornekler 5° 1i gruplar halinde
yliklenmiglerdir. Sirasiyla: P. vera (1), P. mutica (2), P. khinjuk (3), P. terebinthus
(4), P. atlantica (5), P. palaestina (6), P. lentiscus (7).
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Sekil 3.30: REMAP-13 primer kombinasyonu kullanilarak 6 saat agaroz jel
elektroforezi sonucunda elde edilen jel goriintiisii. Ornekler 5° 1i gruplar halinde
yliklenmiglerdir. Sirasiyla: P. vera (1), P. mutica (2), P. khinjuk (3), P. terebinthus
(4), P. atlantica (5), P. palaestina (6), P. lentiscus (7).
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Sekil 3.31: REMAP-14 primer kombinasyonu kullanilarak 6 saat agaroz jel
elektroforezi sonucunda elde edilen jel goriintiisii. Ornekler 5° 1i gruplar halinde
yliklenmiglerdir. Sirasiyla: P. vera (1), P. mutica (2), P. khinjuk (3), P. terebinthus
(4), P. atlantica (5), P. palaestina (6), P. lentiscus (7).

a
1500
600

600

Sekil 3.32: Farkli geligim evrelerine (1: Embriyo, 2: gévde, 3: kok ve 4: P. vera) ait
orneklerde iPBS belirteg sistemi ile elde edilen jel goriintiisii (Ornekler 2° 1i gruplar
altinda yiiklenmistir).
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Sekil 3.33: Farkli geligim evrelerine (1: Embriyo, 2: gdvde, 3: kok ve 4: P. vera) ait
orneklerde IRAP belirteg sistemi ile elde edilen jel goriintiisii belirlenmesi (Ornekler

2’ 1i gruplar altinda yiiklenmistir).

REMAP-7 REMAP9

REMAP-10

N2 .3 4

Sekil 3.34: Farkli gelisim evrelerine (1: Embriyo, 2: govde, 3: kok ve 4: P. vera) ait

orneklerde REMAP belirtec sistemi ile elde edilen jel goriintiisii (Ornekler 2 li

gruplar altinda yiiklenmistir).
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5.3. Belirte¢  Sistemlerinin  Karsilastirmalh  Olarak
Incelenmesi

Biitiin belirte¢ sistemleri incelendiginde iPBS belirteg sisteminin en fazla lokus
bilgisine (319 toplam lokus, 35.44 primer basina diisen lokus) polimorfizm oranina
(35.44 primer basina diisen polimorfik lokus) ve diger primerlere oranla daha fazla
ay1rt etme yetenegine (daha fazla toplam allel, verimlilik indeksi ve ayirma giicti) sahip
oldugu tespit edilmistir. Bununla birlikte, polimorfizm oranlar1 (0.94, 0.93 ve 0.93),
beklenen heterozigosite (0.35, 0.32 ve 0.3) ve PIC degerleri (0.35, 0.35, ve 0.32) biitiin
belirte¢ sistemleri i¢in benzer ¢ikmistir (Tablo 3.23).

Tablo 3.23: Belirteg sistemlerinin ¢esitlilik indekslerinin karsilastirilmasi.

Cesitlilik Sabiti iPBS IRAP REMAP
Toplam primer sayisi 9 7 8
Lokus sayis1 319 145 116
Polimorfik lokus sayis1 21 9 9
Monomorfik lokus say1si 340 154 125
Polimorfik lokus orani 0,94 0.94 0,93
Primer basina lokus 35,44 20.71 14,5
Beklenen heterozigosite 37,78 22 15,62
Lokus basina efektif allel (n,): 0,35 0,32 0,3
Toplam efektif allel (N,): 1,61 1,53 1,5
Test verimlilik indeksi (4;): 548,29 235,94 188,01
Efektif multipleks orani (E): 60,92 33,71 23,5
Marker index (M): 35,51 20,68 14,53
Ayirma giicli (R)): 180,57 79,89 59,37
Polimorfizm bilgi igerigi 0,35 0,35 0,32

1000 permiitasyon kullanilarak yapilan Mantel analizlerinde iPBS ve IRAP
belirte¢ sistemlerinin yiliksek oranda korelasyon gosterdikleri tespit edilmistir (0,789).
Ancak diger belirte¢ sistemlerinin birbirleri ile olan korelasyon degerlerinin ¢ok
yiiksek olmadigr goriilmiistiir (0,392 ve 0,513; sirastyla iPBS-REMAP ve IRAP-
REMAP). (Tablo 3.24).

Tablo 3.24: 1000 permiitasyon ile tekrarlanmis Mantel korelasyon testi.

iPBS IRAP REMAP HEPSI
iPBS 1
IRAP 0.7894 1
REMAP 0.3922 0.5137 1
HEPSI  0.9648 0.9062 0.4694 1
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Istatistiklerin hesaplanmasinin ardindan iPBS; IRAP, REMAP ve tiim belirtec
sistemlerini igeren ilk iic eksen sirastyla %45,52; 51,16; 63,39 ve 50,26 oranlarinda
cesitliligi kapsamistir (Tablo 3.25).

Tablo 3.25: PCA sonucunda her primer sistemi i¢in elde edilen goreceli ve kiimiilatif

varyasyonlar.
Koordinatlar Goreceli Varyans Birikimli Varyasyon (%)
iPBS 1 0.1948 19.48
2 0.1542 34.9
3 0.1303 45,52
IRAP 1 0.2023 20.23
2 0.1866 38.89
3 0.1227 51.16
REMAP 1 0.2532 25.32
2 0.2204 47,39
3 0.1595 63,39
Biitiin Primer 1 0.1883 18.83
Setleri 2 0.1653 35.36
3 0.1490 50,26

5.4. Tiirlerin Belirte¢ Sistemleri ile Incelenmesi

5.4.1. Tiirlerin iPBS Belirte¢ Sistemi ile Incelenmesi

Agaroz jel elektroforezi sonunda elde edilen bant profilleri incelendiginde
toplam olarak 340 bant elde edildigi goriilmiistiir. Elde edilen bu bantlardan 20 tanesi
ortak 320 tanesi ise polimorfik olarak tespit edilmistir. Bant dagilimlarinin ise 175 bg

- 3800 bg arasinda oldugu goriilmiistiir (Tablo 3.26).
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Tablo 3.26: iPBS belirte¢ sistemi ile elde edilen sonuglarin degerlendirilmesi (BP:
Bant profili, PM: Polimorfik bant, TB: Toplam bant, POL: Polimorfizm orani, PIC:
Polimorfizm bilgi icerigi).

BP (bg) PM TB POL (%) PIC*
iPBS -1 250-2300 43 44 97 0,345
iPBS -2 175-2100 21 26 80 0,293
iPBS — 4 490-2500 37 40 92 0,366
iPBS -5 180-3800 53 53 100 0,366
iPBS - 6 400-3100 43 46 93 0,348
iPBS -7 330-2200 36 37 97 0,361
iPBS -8 125-2200 33 35 94 0,310
iPBS -9 190-2200 29 31 93 0,375
iPBS — 10 290-1600 25 28 89 0,315
Toplam - 320 340 - -
Ortalama 93 0,342

Elde edilen bant profillerinden tiirler arasi ve tiirler i¢i Jaccard benzerlik
katsayis1 hesaplanarak benzerlik matrisleri olusturulmustur. Ardindan, hem tiir i¢i hem
de tiirler arasindaki benzerlikleri ve farkliliklarin ortalamalar1 alinarak olusturulan
Tablolar, tiir i¢i ve tiirler arast yakinliklarin yorumlanmasinda kullanilmigtir (Tablo
3.27 ve Tablo 3.28).

Tiir i¢i benzerlik ve farklilik oranlari incelendiginde, tiirler i¢cinde en fazla
benzerlik gdsteren primerin iPBS-10 oldugu belirlenmistir (0,885) (Tablo 3.27). iPBS-
5 primeri ise tiirler i¢indeki polimorfizmin en fazla oldugu primerdir (0,293). Primerler
ayrt ayrt olarak incelendiginde ise en fazla benzerlik (0,909) gdsteren tiiriin P.
palaestina oldugu goriilmistiir (iPBS-9 primeri, 1). Bu da P. palaestina tiirlerinin tiir
icindeki polimorfizmin ¢ok az oldugunun bir gostergesidir. Tiim primerlerden elde
edilen tiir i¢i benzerlik oranlar1 incelendiginde, en biiylik benzerligin P. lentiscus
tiirleri arasinda oldugu goriilmiistiir (0,894). En diisiik benzerlik en biiyiik polimorfizm
orani ise P. terebinthus tlrleri i¢inde tespit edilmistir (Sirayla, 0,720 — 0,280). Tiirler
icinde ise ortalama benzerlik 0,824 olarak hesaplanmistir (Tablo 3.27).

Ayrica P. lentiscus, P. palaestina tirliniin ardindan en fazla benzerligin oldugu
tiir olarak tespit edilmistir (iPBS-9 primeri). Tiir i¢indeki polimorfizm oranlari
incelendiginde ise P. ferebinthus, polimorfizmin en yiiksek oldugu tiiriidiir (iPBS-4
primeri, 0,448).

Yine biitlin primerler incelendiginde, tiirler arasinda en yakin benzerlik P. vera-
P. khinjuk tiirleri arasinda belirlenmistir (0,635) (Tablo 3.28). P. terebinthus ve P.

palaestina tirleri arasinda goriilen ortalama benzerlik orani da (0,553) olarak
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hesaplanmistir. Birbirlerine en uzak dolayisiyla birbirine en az benzeyen tiirler ise P.

terebinthus-P. lentiscus ¢ifti olarak belirlenmistir (0,618) (Tablo 3.28).

Tablo 3.27: 9 farkli primer kullanilarak yapilan iPBS PCR sonunda, tiir i¢indeki
benzerlik ve farklilik oranlari. Tablo olusturulurken, benzerlik matrisi kullanilmig ve
tiir i¢i benzerlik oranlarinin ortalamast alinmistir(Ben.: Benzerlik Orani, Fark.:
Farklilik Oran1 (Jaccard Uzaklig1), Biitiin P.: Biitiin Primerler).

iPBS — 1 iPBS -2 iPBS -4 iPBS -5 iPBS -6

Ben. Fark. Ben. Fark. Ben. Fark. Ben. Fark. Ben. Fark.
P.vera 0,919 0,081 0,951 0,049 0,898 0,102 0,802 0,198 0,766 0,234
P. mutica 0,785 0,215 0,814 0,186 0,797 0,203 0,546 0,454 0,710 0,290
P. khinjuk 0,830 0,170 0,931 0,069 0,809 0,191 0,783 0,217 0,899 0,102
P. terebinthus 0,579 0,421 0,744 0,256 0,552 0,448 0,632 0,368 0,837 0,163
P. atlantica 0,802 0,198 0,803 0,197 0,758 0,242 0,721 0,279 0,839 0,161
P. palaestina 0,832 0,169 0,909 0,091 0,898 0,102 0,711 0,289 0,914 0,086
P. lentiscus 0,979 0,021 0,949 0,051 0,718 0,282 0,750 0,250 0,958 0,042
Ortalama 0,818 0,182 0,872 0,128 0,776 0,224 0,707 0,293 0,846 0,154

iPBS — 7 iPBS — 8 iPBS -9 iPBS - 10 Biitiin P.

Ben. Fark. Ben. Fark. Ben. Fark. Ben. Fark. Ben. Fark.
P.vera 0,711 0,289 0,878 0,122 0,930 0,071 0,877 0,123 0,857 0,143
P. mutica 0,683 0,317 0,661 0,339 0,897 0,103 0,770 0,230 0,732 0,268
P. khinjuk 0,926 0,074 0,940 0,060 0,893 0,107 0,911 0,089 0,880 0,120
P. terebinthus 0,747 0,253 0,827 0,174 0,693 0,308 0,893 0,107 0,720 0,280
P. atlantica 0,915 0,085 0,902 0,098 0,828 0,172 0,781 0,219 0,818 0,182
P. palaestina 0,876 0,124 0,861 0,139 0,851 0,149 1,000 0,000 0,870 0,130
P. lentiscus 0,882 0,118 0,967 0,033 0,885 0,115 0,963 0,037 0,894 0,107
Ortalama 0,820 0,180 0,862 0,138 0,854 0,146 0,885 0,115 0,824 0,176
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Tablo 3.28: 9 farkli primer kullanilarak yapilan iPBS PCR sonunda, tiirler arasindaki
benzerlik ve farklilik oranlari. Tablo olusturulurken, benzerlik matrisi kullanilmis ve

tiir i¢i benzerlik oranlarinin ortalamast alinmistir. (Ben.: Benzerlik Orani, Fark.:

Farklilik Oran1 (Jaccard Uzaklig1), Pol: Tiirler aras1 polimorfizmden tiir i¢i
polimorfizm ¢ikartilarak elde edilen polimorfizm orani. Biitiin P.: Biitiin Primerler)

iPBS -1 iPBS -2 iPBS -4 iPBS -5 iPBS -6

Ben. Fark. Ben. Fark. Ben. Fark. Ben. Fark. Ben. Fark.
PV-PM 0,567 0,433 0,665 0,335 0,583 0,417 0,306 0,694 0,429 0,571
PV-PK 0,656 0,344 0,798 0,202 0,580 0,420 0,549 0451 0,517 0,483
PV-PT 0495 0,505 0,446 0,554 0,357 0,643 0,319 0,681 0437 0,563
PV-PA 0,539 0,461 0,526 0,474 0420 0,580 0,307 0,693 0,373 0,627
PV-PP 0,513 0,487 0,603 0,397 0479 0,521 0,273 0,727 0,384 0,616
PV-PL 0463 0,537 0,636 0,364 0,347 0,653 0,240 0,760 0,372 0,628
PM-PK 0,650 0,350 0,706 0,294 0494 0,506 0,281 0,719 0,503 0,497
PM-PT 0435 0,565 0,530 0,470 0,360 0,640 0,338 0,662 0,534 0,466
PM-PA 0481 0,519 0,652 0,348 0417 0,583 0,323 0,677 0,500 0,500
PM-PP 0463 0,537 0,615 0,385 0,492 0,508 0,221 0,779 0,463 0,537
PM-PL 0400 0,600 0,599 0401 0402 0,598 0,244 0,756 0,396 0,604
PK-PT 0,553 0,447 0,529 0471 0470 0,530 0,374 0,626 0,541 0,459
PK-PA 0,469 0,531 0,645 0,355 0409 0,591 0,232 0,768 0,612 0,388
PK-PP 0,543 0,457 0,698 0,302 0448 0,552 0,275 0,725 0477 0,523
PK-PL 0412 0,588 0,722 0,278 0,381 0,619 0,229 0,771 0,511 0,489
PT-PA 0416 0,584 0,567 0,433 0428 0,572 0,284 0,716 0,555 0,445
PT-PP 0,536 0464 0,682 0,318 0,540 0,460 0,305 0,695 0,578 0,422
PT-PL 0,397 0,603 0,443 0,557 0,329 0,671 0,254 0,746 0,526 0,474
PA-PP 0484 0,516 0,690 0,310 0471 0,529 0,366 0,634 0,507 0,493
PA-PL 0,574 0,426 0,591 0,409 0,339 0,661 0,354 0,646 0473 0,527
PP-PL 0417 0,583 0,585 0415 0,270 0,730 0,320 0,680 0,550 0,450
Ort. 0,498 0,502 0,616 0,384 0,429 0,571 0,305 0,695 0,488 0,512
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Sekil 3.28: Devam.

iPBS — 7 iPBS — 8 iPBS — 9 iPBS — 10 Biitiin P.
Ben. Fark. Ben. Fark. Ben. Fark. Ben. Fark. Ben. Fark. Pol.
PV-PM 0493 0,507 0,560 0,440 0,519 0,481 0,618 0,382 0,518 0,482 0,307
PV-PK 0,523 0,477 0,776 0,224 0,701 0,299 0,708 0,292 0,635 0,365 0,190
PV-PT 0,424 0,576 0,553 0,447 0,446 0,554 0,645 0,355 0,454 0,546 0,370
PV-PA 0477 0,523 0,612 0,388 0,518 0,482 0,568 0,432 0,472 0,528 0,352
PV-PP 0,493 0,507 0,588 0,412 0,493 0,507 0,702 0,298 0,492 0,508 0,508
PV-PL 0,360 0,640 0,495 0,505 0,328 0,672 0,488 0,512 0,405 0,595 0,419
PM-PK 0,580 0,420 0,622 0,378 0,617 0,383 0,546 0,454 0,550 0,450 0,274
PM-PT 0,499 0,501 0,477 0,523 0,457 0,543 0,616 0,384 0,468 0,532 0,356
PM-PA 0,580 0,420 0,594 0,406 0,535 0,465 0,559 0,441 0,508 0,492 0,316
PM-PP 0,579 0,421 0,609 0,391 0,411 0,589 0,649 0,351 0,492 0,508 0,332
PM-PL 0478 0,522 0,532 0,468 0,248 0,752 0,388 0,612 0,407 0,593 0,417
PK-PT 0,579 0,421 0,642 0,358 0,630 0,370 0,677 0,323 0,554 0,446 0,270
PK-PA 0602 0,398 0,759 0,241 0,524 0,476 0,591 0,409 0,532 0,468 0,293
PK-PP 0,679 0,321 0,741 0,259 0,508 0,492 0,683 0,317 0,556 0,444 0,269
PK-PL 0,406 0,594 0,622 0,378 0,349 0,651 0,493 0,507 0,450 0,550 0,374
PT-PA 0474 0,526 0,629 0,371 0,492 0,508 0,509 0,491 0,481 0,519 0,343
PT-PP 0,620 0,380 0,574 0,426 0,403 0,597 0,768 0,232 0,553 0,447 0,271
PT-PL 0,346 0,654 0,375 0,625 0,303 0,697 0,458 0,542 0,382 0,618 0,442
PA-PP 0,598 0,402 0,664 0,336 0,305 0,695 0,581 0,419 0,518 0,482 0,307
PA-PL 0498 0,502 0,623 0,377 0,312 0,688 0,434 0,566 0,467 0,533 0,357
PP-PL 0,429 0,571 0,659 0,341 0,421 0,579 0,475 0,525 0,459 0,541 0,365
Ort. 0,510 0,490 0,605 0,395 0,453 0,547 0,579 0,421 0,493 0,507 0,340
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900 yineleme tekrari ile olusturulan filogenetik agaclar incelendiginde tiirlerin 3
ana grupta toplandig1 goriilmektedir: (i) % 99 yineleme oraniyla P. vera-P. khinjuk,
(i1) %100 yineleme orantyla P. mutica ve (iii) %55 yineleme oraniyla P.lentiscus-P.
atlantica-P.palaestina-P. terebinthus. Ayrica olusan son grup 2 farkli alt gruba
ayrimustir: %82 yineleme orani ile P.lentiscus-P. atlantica ve %72 yineleme orani ile
P.palaestina-P. terebinthus tiir giftleri (Sekil 3.35).

iPBS belirte¢ sistemi ile olusturan PCA grafiginde ise tiirlerinin 3 ana grup
altinda toplandig1 goriilmektedir (Sekil 3.36): (i) P. vera-P. khinjuk-P. palaestina-P.

terebinthus, (i1) P. mutica-P. atlantica, (ii1) P. lentiscus.

P. lentiscys

P. palaestina

P. terebinthukz

Sekil 3.35: Akdeniz’ e 6zgii Pistacia tlirlerinin, iPBS belirte¢ sistemi kullanilarak
gruplandig filogenetik aga¢. Yineleme oranlari agacin kollarinda belirtilmistir (PV:
P. vera, PM: P. mutica, PA: P. atlantica, PT: P. terebinthus, PP: P. palaestina, PL.:

P. lentiscus).
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Sekil 3.36: iPBS belirteg sistemi verileri kullanilarak yapilan PCA sonucunda
Akdeniz’ e 0zgii Pistacia tiirlerinin gruplanmasi.

5.4.2. Tiirlerin IRAP Belirtec Sistemi ile Incelenmesi

Agaroz jel elektroforezi sonunda elde edilen IRAP profilleri incelendiginde
toplam olarak 154 bant elde edilmistir. Elde edilen bu bantlardan 10 tanesi ortak 320
tanesi ise polimorfik olarak tespit edilmistir. Bant dagilimlarinin ise 175 bg - 2500 bg
arasinda oldugu goriilmiistiir (Tablo 3.29).

Tablo 3.29: IRAP belirteg sistemi ile elde edilen sonuglarin degerlendirilmesi (BP:
Bant profili, PM: Polimorfik bant, TB: Toplam bant, POL: Polimorfizm orani, PIC:
Polimorfizm bilgi icerigi).

BP (bg) PB TB POL (%) PIC*

LTR-2 2000-150 25 25 100 0,358
LTR-3 2500-800 29 30 99,6 0,3836
LTR-4 2150-275 25 26 96,15 0,3985
LTR-5 2200-200 14 17 82,35 0,3267
LTR-6 1900-600 17 17 100 0,3358
LTR-7 1800-190 11 14 78,57 0,2293
LTR-10 1400-175 23 25 92 0,3242
Toplam - 144 154 93,50 -

Ortalama - - - - 0,3365
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Benzerligin en fazla oldugu primer LTRS5 (0,865), polimorfizmin en fazla
oldugu primer ise LTR-10 (0,258) olarak belirlenmistir (Tablo 3.30). Tiim primerler
incelendiginde tiir i¢inde en fazla benzerlik gosteren 6rnek P. atlantica (0,917)
olurken, polimorfizmin en yiliksek oldugu o6rnek ise P. lentiscus (0,341) olarak
belirlenmistir (Tablo 3.30).

Tiirler aras1 benzerlik ve polimorfizm degerleri incelendiginde; P. khinjuk ve P.
terebinthus’ un(0,559) ardindan P. mutica — P. atlantica (0,555) ve P. vera — P. khinjuk
(0,511) en fazla benzerlik gosteren tiir ¢iftleridir (Tablo 3.31).

Tablo 3.30: 7 farkli primer kullanilarak yapilan IRAP PCR sonunda, tiir i¢indeki
benzerlik ve farklilik oranlari. Tablo olusturulurken, benzerlik matrisi kullanilmis ve
tiir i¢i benzerlik oranlarinin ortalamasi alinmistir(Ben.: Benzerlik Orani, Fark.:
Farklilik Oran1 (Jaccard Uzakligi), Tiim P.: Tiim Primerler).

LTR -2 LTR -3 LTR -4 LTR-5

Ben. Fark. Ben. Fark. Ben. Fark. Ben. Fark.
P.vera 0.817 0.183 0.858 0.142 0.846 0.154 0.735 0.265
P. mutica 0.777 0.223 0944 0.056 0.869 0.131 0.900 0.100
P. khinjuk 0.734 0.266 0.700 0.300 0.815 0.185 0.800 0.200

P. terebinthus  0.736 0.264 0.763 0.237 0.556 0.444 0.824 0.176
P. atlantica 1.000 0.000 0.954 0.046 0.760 0.240 0912 0.088
P. palaestina  0.868 0.132 0.864 0.136 0.762 0.238 0.914 0.086
P. lentiscus 0.680 0.320 0.695 0.305 0.614 0386 0967 0.033

Ortalama 0.802 0.198 0.826 0.174 0.746 0.254 0.865 0.135
LTR-6 LTR -7 LTR-10 Tim P.
Ben. Fark. Ben. Fark. Ben. Fark. Ben. Fark.
P.vera 0.908 0.092 0.711 0.289 0.805 0.195 0.820 0.180
P. mutica 0.907 0.093 0.749 0.251 0.825 0.175 0.852 0.148
P. khinjuk 0.806 0.194 0.776 0.224 0.840 0.160 0.770 0.230

P. terebinthus  0.816 0.184 0.900 0.100 0.779 0.221 0.757 0.243
P. atlantica 0.945 0.055 1.000 0.000 0.850 0.150 0917 0.083
P. palaestina  0.810 0.190 0.933 0.067 0.673 0.327 0.823 0.177
P. lentiscus 0.363 0.637 0.900 0.100 0.425 0.575 0.659 0.341

Ortalama 0.794 0.206 0.853 0.147 0.742 0.258 0.800 0.200
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Tablo 3.31: 7 farkli primer kullanilarak yapilan IRAP PCR sonunda, tiirler arasindaki benzerlik ve farklilik oranlari. Tablo olusturulurken,
benzerlik matrisi kullanilmis ve tiir i¢i benzerlik oranlarinin ortalamast alinmistir. (Ben.:Benzerlik Orani, Fark.: Farklilik Orani (Jaccard
Uzaklig1), Pol (Tiirler aras1 polimorfizmden Tiir i¢i polimorfizm ¢ikartilarak elde edilen polimorfizm orani. Biitlin P.: Biitiin Primerler)

IRAP -2 IRAP -3 IRAP -4 IRAP -5 IRAP -6 IRAP -7 IRAP - 10 Biitiin P.

Ben. Fark. Ben. Fark. Ben. Fark. Ben. Fark. Ben. Fark. Ben. Fark. Ben. Fark. Ben. Fark.
PV-PM 0.454 0.546 0.587 0.413 0.341 0.659 0.427 0.573 0.432 0.568 0.616 0.384 0.572 0.428 0.486 0.514
PV-PK 0.634 0.366 0.419 0.581 0.351 0.649 0.455 0.545 0.685 0.315 0.636 0.364 0.548 0.452 0.511 0.489
PV-PT 0.521 0.479 0.339 0.661 0.287 0.713 0.374 0.626 0.549 0.451 0.632 0.368 0.438 0.562 0.429 0.571
PV-PA 0.361 0.639 0.304 0.696 0.208 0.792 0.476 0.524 0.569 0.431 0.672 0.328 0.399 0.601 0.392 0.608
PV-PP 0.294 0.706 0.352 0.648 0.235 0.765 0.390 0.610 0.532 0.468 0.725 0.275 0.379 0.621 0.377 0.623
PV-PL 0.440 0.560 0.221 0.779 0.279 0.721 0.366 0.634 0.368 0.632 0.526 0.474 0.285 0.715 0.335 0.665
PM-PK 0.450 0.550 0.469 0.531 0.555 0.445 0.341 0.659 0.455 0.545 0.656 0.344 0.524 0.476 0.488 0.512
PM-PT 0.461 0.539 0.343 0.657 0.302 0.698 0.597 0.403 0.489 0.511 0.730 0.270 0.448 0.552 0.459 0.541
PM-PA 0.654 0.346 0.307 0.693 0.408 0.592 0.694 0.306 0.733 0.267 0.809 0.191 0.534 0.466 0.555 0.445
PM-PP 0.414 0.586 0.261 0.739 0.295 0.705 0.521 0.479 0.428 0.572 0.611 0.389 0.414 0.586 0.400 0.600
PM-PL 0.309 0.691 0.225 0.775 0.264 0.736 0.530 0.470 0.310 0.690 0.438 0.562 0.269 0.731 0.324 0.676
PK-PT 0.587 0.413 0.491 0.509 0.476 0.524 0.413 0.587 0.707 0.293 0.836 0.164 0.514 0.486 0.559 0.441
PK-PA 0.381 0.619 0.225 0.775 0.253 0.747 0.391 0.609 0.572 0.428 0.794 0.206 0.471 0.529 0.413 0.587
PK-PP 0.276 0.724 0.243 0.757 0.413 0.587 0.429 0.571 0.559 0.441 0.748 0.252 0.490 0.510 0.422 0.578
PK-PL 0.401 0.599 0.192 0.808 0.267 0.733 0.453 0.547 0.424 0.576 0.530 0.470 0.340 0.660 0.358 0.642
PT-PA 0.392 0.608 0.315 0.685 0.171 0.829 0.668 0.332 0.573 0.427 0.912 0.088 0.543 0.457 0.479 0.521
PT-PP 0.379 0.621 0.437 0.563 0.382 0.618 0.801 0.199 0.496 0.504 0.721 0.279 0.543 0.457 0.520 0.480
PT-PL 0.418 0.582 0.247 0.753 0.333 0.667 0.745 0.255 0.395 0.605 0.523 0.477 0.344 0.656 0.423 0.577
PA-PP 0.535 0.465 0.286 0.714 0.320 0.680 0.529 0.471 0.549 0.451 0.703 0.297 0.504 0.496 0.474 0.526
PA-PL 0.304 0.696 0.241 0.759 0.354 0.646 0.624 0.376 0.290 0.710 0.509 0.491 0.313 0.687 0.368 0.632
PP-PL 0.248 0.752 0.230 0.770 0.395 0.605 0.738 0.262 0.338 0.662 0.669 0.331 0.370 0.630 0.405 0.595

Ortalama 0424  0.576  0.321 0.679 0328 0.672  0.522 0478 0498 0.502  0.666 0334 0440 0.560 0437  0.563




Olusturulan filogenetik aga¢ incelendiginde ise Pistacia tiirlerinin 3 gruba
ayridig gortilmiistiir (Sekil 3.37): (i) %48 yineleme orani ile P. vera-P. khinjuk-P.
mutica-P. atlantica, (ii) %100 yineleme orani ile P. terebinthus, (iii) %59 yineleme
orani ile P. palaestina-P. lentiscus. Ayrica ilk grubun %50 yineleme orani ile P. vera-
P. khinjuk ve %74 yineleme orani ile P. mutica-P. atlantica olarak iki alt gruba

ayrildig: tespit edilmistir.

P. lentiscus

P. terebinthus

P. atlantica

-——/P khinjuk

Sekil 3.37: Akdeniz’ e 6zgii Pistacia tiirlerinin, IRAP belirteg sistemi kullanilarak
gruplandig1 filogenetik aga¢. Yineleme oranlar1 agacin kollarinda belirtilmistir(PV:
P. vera, PM: P. mutica, PA: P. atlantica, PT: P. terebinthus, PP: P. palaestina, PL:

P. lentiscus).

PCA grafigi tiirleri oldukga basarili bir sekilde ayirabilmistir (Sekil 3.38). Her
ne kadar, P. lentiscus diger tiirlerden ayr1 bir konumda yer alsa da, P. palaestina ile
yakin bir iligki icerisindedir ve bu gruba en yakin tiir ise P. terebinthus olmustur.
Filogenetik agacta birbirlerinden ayri sekilde kiimelenen P. vera ve P. khinjuk tiirleri
ise PCA grafiginde nispeten yakin konumlanmislardir. Tam tersi olarak filogenetik
agacta ayn1 kilmede yer alan P. mutica ve P. atlantica tiirleri ise PCA grafiginde uzak

sekilde gruplanmiglardir.
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Sekil 3.38: IRAP belirteg sistemi verileri kullanilarak yapilan PCA sonucunda
Akdeniz’ e 6zgii Pistacia tlirlerinin gruplanmasi.

5.4.3. Tiirlerin REMAP Belirtec Sistemi ile incelemesi

REMAP belirteg sistemi ile yapilan analizler sonucunda toplamda 125 bant elde
edilmigtir. Bu bantlarin 116> s1 polimorfizm gostermistir (%92,8 ortalama
polimorfizm). En fazla polimorfizm gosteren primer seti REMAP-11 olmustur
(%100). En diisikk polimorfizm ise REMAP-6" da goriilmiistiir (%62,5). Primer
setlerinin ortalama PIC degeri 0,318 olarak belirlenmistir. PIC degerlerine gore en
fazla polimorfizm gosteren primer seti REMAP-3 olurken, en diisiik polimorfizm
REMAP-13’ de belirlenmistir (0,263) (Tablo 3.32).

Tiir i¢i ve tiirler aras1 Jaccard benzerlik ve uzaklik katsayilarinin hesaplanmasi
ile elde edilen sonuglara gore en fazla benzerlik gosteren primer kombinasyonu
REMAP-9 olurken, REMAP-3 kombinasyonu en fazla farklilik degerine sahip
olmustur (Tablo 3.33).
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Tablo 3.32: REMAP belirteg sistemi ile elde edilen sonuglarin degerlendirilmesi
(BP: Bant profili, PM: Polimorfik bant, TB: Toplam bant, POL: Polimorfizm orani,
PIC: Polimorfizm bilgi icerigi).

BP (bg) PB TB POL (%) PIC*
REMAP-3 1125-350 18 19 94,7 0,388
REMAP-6 1500-200 5 8 62,5 0,268
REMAP-7 1200-250 12 13 92,3 0,351
REMAP-9 1900-150 23 24 95,8 0,279
REMAP-10 1600-175 12 13 92,3 0,310
REMAP-11 850-150 19 19 100 0,359
REMAP-13 1475-150 15 16 93,7 0,263
REMAP-14 900-250 12 13 92,3 0,329
Toplam - 116 125
Ortalama 92.8 0,318

P. lentiscus (0,434), en az tiir i¢i polimorfizm gosteren tiir ise P. vera (0,163)

olarak tespit edilmistir (Tablo 3.34). Tiir aras1 benzerlik katsayilari incelendiginde ise

P. khinjuk ve P. terebinthus tiir ¢iftinin en fazla benzerligi (0,658) gosterdigi tespit

edilmistir. Bu tiir ¢iftini ise, P. terebinthus-P. atlantica (0,651) ve P. palaestina-P.

atlantica (0,624) tiir ¢iftleri takip etmistir.

Tablo 3.33: 8 farkli primer kombinasyonu kullanilarak yapilan REMAP PCR
sonunda, tiir i¢indeki benzerlik ve farklilik oranlari. Tablo olusturulurken, benzerlik
matrisi kullanilmig ve tiir i¢i benzerlik oranlarinin ortalamasi alinmistir(Ben.:
Benzerlik Orani, Fark.: Farklilik Oran1 (Jaccard Uzakligl), Tiim P.: Tiim Primerler).

REMAP-3 REMAP-6 REMAP-7 REMAP-9

Ben. Fark. Ben. Fark. Ben. Fark. Ben. Fark.
P. vera 0,893 0,107 0,733 0,267 0,811 0,189 1,000 0,000
P. mutica 0,964 0,036 0,914 0,086 1,000 0,000 1,000 0,000
P. khinjuk 0,615 0,385 0,867 0,133 0,817 0,183 0,956 0,044
P. terebinthus 0,887 0,113 0,900 0,100 0,956 0,044 1,000 0,000
P. atlantica 0,684 0,316 0,790 0,210 0,858 0,142 1,000 0,000
P. palaestina 0,842 0,158 1,000 0,000 0,893 0,107 1,000 0,000
P. lentiscus 0,925 0,075 1,000 0,000 0,600 0,400 1,000 0,000
Ortalama 0,830 0,170 0,886 0,114 0,848 0,152 0,994 0,006

REMAP-10 REMAP-11 REMAP-13 REMAP-14 Tim. P.

Ben. Fark. Ben. Fark. Ben. Fark. Ben. Fark. Ben. Fark.
P. vera 0,916 0,084 1,000 0,000 0,925 0,075 0,868 0,132 0,837 0,163
P. mutica 0,811 0,189 0,956 0,044 0,925 0,075 0,925 0,075 0,692 0,308
P. khinjuk 0,950 0,050 1,000 0,000 0,943 0,057 0,911 0,089 0,706 0,294
P. terebinthus 0,795 0,205 0,925 0,075 0,875 0,125 0,940 0,060 0,751 0,249
P. atlantica 0,673 0,327 1,000 0,000 1,000 0,000 0,878 0,122 0,660 0,340
P. palaestina 1,000 0,000 1,000 0,000 0,967 0,033 0,950 0,050 0,660 0,341
P. lentiscus 0,886 0,114 0,914 0,086 0,667 0,333 0,900 0,100 0,566 0,434
Ortalama 0,862 0,138 0,971 0,029 0,900 0,100 0,910 0,090 0,696 0,304

Olusturulan filogenetik aga¢ incelendiginde ise Pistacia tiirlerinin 3 gruba

ayrildigr goriilmistiir (Sekil 3.39): (i) %32 yineleme oranmi ile P. vera-P. mutica-P.

atlantica, (i1) %51 yineleme orani ile P. terebinthus-P. palaestina-P. khinjuk, (iii)

62



%100 yineleme orani ile P. lentiscus. Ayrica ilk grubun %100 yineleme orani ile P.
vera ve %75 yineleme orani ile P. mutica-P. atlantica olarak iki alt gruba ayrildig:
tespit edilmisgtir.

REMAP belirte¢ sistemi sonucunda elde edilen PCA grafiklerinde ise 4 grup
gbze carpmaktadir: (i) P. vera, (ii) P. khinjuk-P. palaestina, (iii) P. mutica-P.
atlantica-P. terebinthus, (iv) P. lentiscus (Sekil 3.40).

P. palaestina@
P. terebinthus (“8::\%_ \ \//
e -+ "

P. lentiscus

ﬁa&:w

. P. atlantica

P. vera

: P mU{\Ca

Sekil 3.39: Akdeniz’ e 6zgii Pistacia tiirlerinin, REMAP belirteg sistemi kullanilarak
gruplandig1 filogenetik aga¢. Yineleme oranlar1 agacin kollarinda belirtilmistir PV:
P.vera, PM: P. mutica, PA: P. atlantica, PT: P. terebinthus, PP: P. palaestina, PL: P.
lentiscus).
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Tablo 3.34: 8 farkli primer kombinasyonu kullanilarak yapilan REMAP PCR sonunda, tiirler arasindaki benzerlik ve farklilik oranlari. Tablo
olusturulurken, benzerlik matrisi kullanilmis ve tiir i¢i benzerlik oranlarinin ortalamasi alinmistir. (Ben.:Benzerlik Orani, Fark.: Farklilik Orani
(Jaccard Uzakligr), Pol (Tiirler arasi1 polimorfizmden Tiir i¢i polimorfizm ¢ikartilarak elde edilen polimorfizm orani. Biitiin P.: Biitiin Primerler)

REMAP-3 REMAP-6 REMAP-7 REMAP-9 REMAP-10 REMAP-11 REMAP-13 REMAP-14 Tiim. P.

Ben. Fark. Ben. Fark. Ben. Fark. Ben. Fark. Ben. Fark. Ben. Fark. Ben. Fark. Ben. Fark.
PV-PM 0,541 0,459 0,462 0,538 0,717 0,283 0,455 0,545 0,610 0,390 0,400 0,600 0,585 0,415 0,423 | 0,577 | 0,583 0,417
PV-PK 0,205 0,795 0,629 0,371 0,743 0,257 0,391 0,609 0,770 0,230 0,500 0,500 0,535 0,465 0,482 | 0,518 | 0,516 0,484
PV-PT 0289 | 0711 |0536 | 0464 | 0542 | 0458 | 0462 | 0538 | 0543 | 0457 | 0295 | 0,705 | 0,445 | 0,555 | 0,287 | 0,713 | 0,445 | 0,555
PV-PA 0324 | 0676 |0509 | 0491 | o058 | 0416 | 0333 | 0667 | 0470 | 0,530 | 0364 | 0,636 | 0,560 | 0,440 | 0,545 | 0,455 | 0,403 | 0,597
PV-PP 0,199 0,801 0,626 0,374 0,531 0,469 0,375 0,625 0,593 0,407 0,400 0,600 0,363 0,637 0,554 | 0,446 | 0,398 0,602
PV-PL 0,405 0,595 0,472 0,528 0,178 0,822 0,105 0,895 0,510 0,490 0,137 0,863 0,379 0,621 0,491 | 0,509 | 0,347 0,653

PM-PK 0,180 | 0,820 | 0,543 | 0,457 | 0667 | 0333 | 058 | 0420 | 0668 | 0332 | 0473 | 0527 | 0800 | 0200 | 0632] 0,368 | 0,634 | 0,366
PM-PT 0,459 | 0541 | 0,743 | 0257 |o0709 | 0291 |o0700 |o0300 |o0621 |0379 |0437 |o0563 | 0667 | 0333 | 0617|0383 | 0,518 | 0,482
PM-PA 0,554 | 0,446 | 0,684 | 0316 | 0,686 | 0,314 | 0,750 | 0,250 | 0,441 | 0,559 | 0,435 | 0,565 | 0,817 | 0,183 | 0,645 | 0,355 | 0,496 | 0,504
PM-PP 0332 | 0668 |0629 | 0371 |o0662 | 0338 | 0429 | 0571 | 0536 | 0464 | 0600 | 0400 | 0,483 | 0517 | 0,639 | 0,361 | 0,510 | 0,490
PM-PL 0334 | 0666 |0771 | 0229 |o0149 | 0851 | 0267 | 0733 |o0467 | 0533 | 008 |0912 | 0379 | 0621 | 0328 0672 | 0,401 | 0,599

PK-PT 0,283 0,717 0,684 0,316 0,599 0,401 0,880 0,120 0,564 0,436 0,560 0,440 0,784 0,216 0,580 | 0,420 | 0,658 0,342
PK-PA 0,162 0,838 0,692 0,308 0,614 0,386 0,580 0,420 0,478 0,522 0,300 0,700 0,645 0,355 0,858 | 0,142 | 0,582 0,418
PK-PP 0,336 0,664 0,740 0,260 0,587 0,413 0,580 0,420 0,791 0,209 0,462 0,538 0,500 0,500 0,743 | 0,257 | 0,575 0,425
PK-PL 0,234 0,766 0,532 0,468 0,212 0,788 0,300 0,700 0,500 0,500 0,259 0,741 0,419 0,581 0,427 | 0,573 | 0,458 0,542
PT-PA 0,429 0,571 0,569 0,431 0,672 0,328 0,545 0,455 0,525 0,475 0,466 0,534 0,540 0,460 0,534 | 0,466 | 0,651 0,349
PT-PP 0,562 0,438 0,747 0,253 0,919 0,081 0,643 0,357 0,667 0,333 0,550 0,450 0,550 0,450 0,668 | 0,332 | 0,555 0,445
PT-PL 0,253 0,747 0,785 0,215 0,154 0,846 0,294 0,706 0,709 0,291 0,165 0,835 0,325 0,675 0,346 | 0,654 | 0,508 0,492
PA-PP 0,307 0,693 0,673 0,327 0,637 0,363 0,333 0,667 0,426 0,574 0,231 0,769 0,574 0,426 0,740 | 0,260 | 0,624 0,376
PA-PL 0,353 0,647 0,489 0,511 0,147 0,853 0,267 0,733 0,598 0,402 0,000 1,000 0,361 0,639 0,444 | 0,556 | 0,477 0,523
PP-PL 0,149 0,851 0,667 0,333 0,143 0,857 0,250 0,750 0,560 0,440 0,206 0,794 0,265 0,735 0,467 | 0,533 | 0,522 0,478

Ortalama | 0,328 0,672 0,628 0,372 0,517 0,483 0,453 0,547 0,574 0,426 0,349 0,651 0,523 0,477 0,523 | 0,477 | 0,517 0,483
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49 P. palaestina
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44

P atlantica

Sekil 3.40: REMAP belirteg sistemi verileri kullanilarak yapilan PCA sonucunda
Akdeniz’ e 6zgii Pistacia tiirlerinin gruplanmasi.

5.4.4. Tiirlerin Birlestirilmis Belirte¢ Sistemleri ile Incelenmesi

Tiim belirte¢ sistemleri birlikte kullanilarak analiz yapildiginda en yakin tiir
ciftleri P. vera-P. khinjuk (0,587), P. atlantica-P. mutica (0,540) ve P. khinjuk-P.
terebinthus (0,564) olmustur (Tablo 3.35).

Ayrica ¢aligmalar sonucunda tiir i¢i varyasyonlarin da olustugu goriilmiistiir. P.
vera en disik tiir i¢ci varyasyonu gosterirken, P. lentiscus en yiiksek varyasyonu
gostermistir.

Olusturulan filogenetik agaclar incelendiginde tiirlerin 3 gruba ayrildig:
goriilmustir (Sekil 3.41): (1) %98 yineleme orani ile P. vera-P. khinjuk, (ii) %59
yineleme orani ile P. atlantica-P. mutica, (ii1) %23 yineleme orant ile P. terebinthus-
P. palaestina-P. lentiscus

Biitiin belirte¢ sistemleri birlestirilerek olusturulan PCA grafiginde ise, iPBS
belirte¢ sistemine benzer bir goriiniim ortaya ¢ikmistir (Sekil 3.42): (i) P. vera — P.
khinjuk, (ii) P. atlantica — P. mutica, (iii) P. palaestina — P. terebinthus ve (iv) P.

lentiscus
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Tablo 3.35: Tez kapsaminda kullanilan retrotranspozon temelli 3 farkli belirte¢ sistemi birlestirildiginde elde edilen benzerlik matrisi.

Tiirler P.vera P.mutica P. khinjuk P. terebinthus P. atlantica  P. palaestina  P. lentiscus
P. vera 0.855

P. mutica 0.512 0.797

P. khinjuk 0.587 0.538 0.860

P. terebinthus  0.439 0.491 0.564 0.767

P. atlantica 0.449 0.540 0.503 0.490 0.846

P. palaestina 0.452 0.476 0.532 0.532 0.497 0.878

P. lentiscus 0.368 0.370 0.414 0.414 0.415 0.414 0.841




Sekil 3.41: Akdeniz’ e 6zgii Pistacia tiirlerinin, birlestirilmis belirtec sistemi verisi
kullanilarak gruplandig: filogenetik aga¢. Yineleme oranlari agacin kollarinda
belirtilmistir (PV: P. vera, PM: P. mutica, PA: P. atlantica, PT: P. terebinthus, PP:
P. palaestina, PL: P. lentiscus).

12+

P. terebinthus

_palaestina

Sekil 3.42: Birlestirilmis belirtec sistemi verileri kullanilarak yapilan PCA
sonucunda Akdeniz’ e 6zgii Pistacia tiirlerinin gruplanmasi.
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5.5. Farkh Gelisim Evresine ait Orneklerdeki
Retrotranspozon Profilleri

Farkli gelisme evrelerindeki ornekler hem kendi iclerinde hem de gruplar
arasinda incelendiginde, benzerlik oranlarinin oldukga yiiksek oldugu goriilmektedir
(Tablo 3.36-Tablo 3.37). Embriyo 6rnekleri iPBS belirte¢ sisteminde tamamen es bir
retrotranspozon profili gosterirken, IRAP belirteg sisteminde neredeyse benzerdir (1-
0,955). Govde ornekleri hem iPBS hem de IRAP belirteg sistemlerinde en yliksek
oranda polimorfizmi gostermistir (0,137-0,159). REMAP belirte¢ sisteminde ise kok
ornekleri en fazla benzerlik oranina sahipken (0,973), P. vera 6rneklerinde benzerlik
orani ¢ok diisiik ¢ikmistir (0,797).

Biitiin belirtec sistemleri ile elde edilen sonuglara bakildiginda ise en yiiksek
benzerlik oran1 embriyo 6rneklerinde (0,970) goriiliirken en diisiik benzerlik orani ise
govde (0,887) orneklerindedir (Tablo 3.37).

Orneklerin birbirleri aralarindaki benzerlik oranlari incelendiginde en fazla
benzerligin govde ve kok orneklerinde (REMAP, 0,925) oldugu goriilmiistiir (Tablo
3.36). En disiik benzerlik degeri ise embriyo ile P. vera 6rnekleri arasinda oldugu
belirlenmistir (REMAP, 0,489). Biitiin belirteg sistemleri kullanilarak yapilan
benzerlik tablolar1 incelendiginde ise, birbirlerine en benzeyen 6rneklerin gévde ve
kok oldugu (0,907) goriilmektedir. Embriyo ve P. vera 6rnekleri ise yine birbirlerinden
en farkli olarak tespit edilen 6rneklerdir (0,693).

Benzerlik matrisleri sonunda olusturulan dendogram incelendiginde ise, her iki
belirte¢ sisteminde de embriyo ve in vitro gdvdelerin kendi aralarinda gruplandiklari
gbze carpmaktadir. Ancak govde ve kok ornekleri diger iki drnekten farkli olarak
birlikte gruplanmaktadir (Sekil 3.43).

Biitiin belirte¢ sistemleri kullanilarak olusturulan PCA grafiginde ise govde, kok
ve in vitro bitkicik orneklerinin ¢ok yakin gruplandiklari, ancak embriyo 6rneklerinin

ise bu gruptan ayrildig1 goriilebilmektedir (Sekil 3.44).
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Tablo 3.36: Farkli gelisme evrelerindeki bitki pargalarinin birbirlerine olan benzerlik
degerlerini iPBS, IRAP ve REMAP primer setlerine gore gosteren benzerlik

Tabloleri (E: Embriyo, G: Govde, K: Kok, PV: P. vera).

iPBS Belirte¢ Sistemi

E-1 E-2 G-1 G-2 K-1 K-2 PV-1 PV-2
E-1 1,000
E-2 1,000 1,000
G-1 0,849 0,849 1,000
G-2 0,755 0,755 0,863 1,000
K-1 0,736 0,736 0,880 0,978 1,000
K-2 0,811 0,811 0,922 0,898 0,878 1,000
Pv-1 0,759 0,759 0,830 0,736 0,717 0,827 1,000
pv-2 0,815 0,815 0,887 0,792 0,774 0,885 0,940 1,000
IRAP Belirteg Sistemi
E-1 E-2 G-1 G-2 K-1 K-2 PV-1 PV-2
E-1 1
E-2 0,955 1
G-1 0,809 0,818 1
G-2 0,841 0,851 0,841 1
K-1 0,812 0,821 0,839 0,934 1
K-2 0,824 0,833 0,794 0918 0917 1
PV-1 0,809 0,818 0,778 0,813 0,839 0,823 1
PV-2 0,794 0,803 0,762 0,797 0,823 0,806 0,947 1
REMAP Belirte¢ Sistemi
E-1 E-2 G-1 G-2 K-1 K-2 PV-1 PV-2
E-1 1
E-2 0.951 1
G-1 0.542  0.542 1
G-2 0.5 0.5 0.931 1
K-1 0.507  0.507 0946 0905 1
K-2 0.5 0.5 0919 0931 0973 1
PV-1 05 0.5 0.693  0.699 0.72 0.716 1
PV-2 0478 0478 0.733  0.764 0.784  0.781 0.797 1
Biitiin Belirteg Sistemleri
E-1 E-2 G-1 G-2 K-1 K-2 PV-1 PV-2
E-1 1
E-2 0.97 1
G-1 0.728  0.73 1
G-2 0.7 0.701 0.887 1
K-1 0.684  0.686 0.897 0937 1
K-2 0.701  0.703 0.878 0916 0927 1
PV-1 0.692  0.694 0.765 0.754 0.764  0.782 1
PV-2  0.692 0.694 0.79 0.788 0.798 0.816 0.894 1
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Tablo 3.37: Farkli gelisme evrelerindeki bitki pargalarinin birbirlerine olan ortalama

benzerlik degerlerini iPBS, IRAP, REMAP ve biitiin belirte¢ sistemlerine gore
gosteren benzerlik Tabloleri.

iPBS Belirteg Sistemi

Embriyo Govde Kok P.vera
Embriyo 1,000
Govde 0,815 0,883
Kok 0,782 0,923 0,879
P. vera 0,786 0,823 0,805 0,948
IRAP Belirte¢ Sistemi

Embriyo Govde Kok P.vera
Embriyo 0,955
Govde 0,830 0,841
Kok 0,823 0,871 0,917
P. vera 0,806 0,788 0,823 0,947
REMAP Belirteg Sistemi

Embriyo Govde Kok P.vera
Embriyo 0,951
Govde 0,504 0,931
Kok 0,504 0,925 0,973
P. vera 0,489 0,722 0,750 0,797
Biitiin Belirte¢ Sistemleri

Embriyo Govde Kok P.vera
Embriyo 0,970
Govde 0,693 0,887
Kok 0,694 0,907 0,927
P. vera 0,693 0,774 0,790 0,894

- P. vera-2
\ P. vera-1
Kok-2

Kok-1
Govde-2

Govde-1
Embriyo-2

L Embriyo-1

Sekil 3.43: Farkli gelisim evrelerindeki drneklerin birlestirilmis belirteg sistemleri ile

incelenmesi.
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Farkli Geligim Evrelerindeki Omeklerin PCA Grafigi

o
Embriyo

Kk

PC3

Sekil 3.44: Farkli gelisim evrelerine ait biitlin belirte¢ sistemleri ile incelenmesi
sonucu olusturulmus PCA grafigi.

5.6. Pistacia Cinsine Ozgii Retrotranspozon Dizilerinin
Karakterize edilmesi

5.6.1. PCR, Saflastirilmasi ve Fosforilasyon Sonuclar:

P. vera bitkisinde iPBS PCR sonucunda elde edilen bant profillerine ait jel
goriintlileri Sekil 3.45° de gosterilmistir. Saflagtirma, Na-Asetat ¢oktlirmesi ve
fosforilasyon basamaklarindan sonra elde edilen DNA’ larin spektrofotometrik

Olciimleri Tablo 3.38” de verilmistir.

Sekil 3.45: P. vera bitkisinde iPBS PCR sonucunda elde edilen bant profiline ait jel
goriintiisii. (A) 1- DNA belirteci (1 kb + 100 bp), 2-11: iPBS 1-10 (B) 1- DNA
belirteci (1 kb + 100 bp), 2-11: iPBS 1-10, 12: Negatif kontrol (B).
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Tablo 3.38: P. vera bitkisinde iPBS PCR sonucunda elde edilen bantlarin saflastirma,
Na-Asetat ¢oktiirmesi ve Fosforliasyon basamaklari sonrasi elde edilen DNA
konsantrasyonlart.

DNA miktar1 (ng/pl)  Anso/Ango

PCR Saflastirma Sonrasi 64,07 1,85
Na-Asetat Coktiirmesi 205,39 1,86
Fosforilasyon Basamagi 93,65 1,81
Ardindan, 1. Ornek

Fosforilasyon Basamagi 129,12 1,84

Ardindan, 2. Ornek

5.6.2. Plazmit Saflastirma, Kesim ve Defosforliasyon Basamaklari

Transformasyon asamasi ardindan pGEM 5Zf(+) vektorii aktarilan E. coli
JM109 hiicrelerinden yapilan plazmit izolasyonlarina ve restriksiyon kesimlerine ait
jel goriintiileri Sekil 3.46° de verilmistir. Saflagtirma ve kesim basamaklarini ardindan

yapilan spektrofotometrik 6l¢timler ise Tablo 3.39° de verilmistir.

3, 4 SRc6:07 8 9k 108119128 138114

3000

3000

Sekil 3.46: Plazmit izolasyonlari; 1: Lambda/HindIII belirteci, 2-13: Plazmit
izolasyonlar1 (A), RNAz-A uygulamast; 1: 1kb DNA belirteci, 2-4: RNAz uygulanan
plazmitler (B), Restriksiyon Kesimi 1: Kesilmemis plazmit, 2-3: Kesilmis plazmit, 4:

1 kb DNA belirteci (C) ardindan elde edilen jel goriintiileri.
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Tablo 3.39: Plazmit izolasyonu, RNAz-A ve fenol-kloroform basamaklarinin
ardindan elde edilen DNA konsantrasyonlart.

Plazmit DNA miktar1 (ng/ul)  Axeo/Azso

3958,14 1,25

3974,34 1,91

Plazmit izolasyonu 3983,73 1,84

sonrasi 3981,69 1,62

3991,01 1,64

3970,26 1,85

- 4000,28 1,58

il(\llfnzci:; basamaginin 4003.79 1.56

3995,34 1,77

Fenol-kloroform 3965,49 1,00
coktiirmesi

EcoRYV ile kesim 158,05 1,83

CIAP ile Defosforilasyon 82,96 1,92

5.6.3. Ligasyon Sonucunda Koloni PCR ile Elde Edilen Bulgular

Ligasyon ve transformasyon basamagi ardindan 1 gece inkiibasyon sonucunda
29 tane beyaz koloni elde edildigi gozlenmistir. Bu kolonilerden M13 ileri ve geri
primerleri kullanilarak yapilan Koloni PCR sonucunda ise sadece 10 tanesinin PCR

iirlinii igerdigi gozlenmistir (Sekil 3.47).

Sekil 3.47: E. coli JM109 hiicrelerine aktarilan ligasyon tiriinlerinin M 13 primeri ile

gerceklestirilen koloni PCR sonuglar1 (M: 1 kb DNA belirteci).

5.6.4. Dizileme Sonuclar

Pozitif kolonilerden dizilemeye gonderilen 6rneklerde gerek dizi kalitesinin
gerekse elde edilen DNA uzunluklarinin beklendigi kadar iyi olmadig1 goriilmiistiir.
Elde edilen dizilerin FAST-PCR programi ile LTR bolgeleri bakimindan incelenmesi
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sonucu dizilerin herhangi bir LTR bolgesi igermedigi tespit edilmistir (Tablo 3.40)
(EK-D).

Tablo 3.40: Dizileme sonucunda elde edilen dizilerin uzunluklari

Dizi Ismi Uzunluk (niikleotid)

S1 202
S2 938
S3 1027
S4 192
S5 753
S6 199
S7 473
S8 395
S9 222
S10 197
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6. TARTISMA

6.1. Belirteg Sistemlerinin Gosterdigi Cesitlilik
Degerlerinin Incelenmesi

iPBS retrotranspozon belirte¢ sistemi, test edilen diger belirte¢ sistemlerine
oranla daha fazla lokus bilgisi (340 adet) saglamistir. Buna ragmen g¢alismalar
sonucunda kullanilan primer setleri i¢in ortalama olarak %93 oraninda polimorfizm
elde edilmistir. Ancak yine iPBS belirte¢ sistemi her test basina daha fazla polimorfik
lokus ve ayni zamanda daha fazla lokus ayirt edebilmistir (sirasiyla 35,44, 37,78).
iPBS belirte¢ sisteminde kullanilan primerlerin hedefledigi PBS bolgeleri sadece
retrotranspozonlarin degil, ayni zamanda diger retroviral elementlerinde Onemli
ozelliklerinden birisi oldugu i¢in bu sonuglar olduk¢a dogal olarak kabul edilebilir
[Kalendar et al., 2010]. Toplam efektif allel, belirte¢ indeksi ve ayirma giicii indeksleri
bakimindan da iPBS sistemi en iyi sonuglar1 vermistir. Bu sonuglar iPBS sisteminin
diger belirteclere oranla daha iyi ayirma giicii oldugunu ifade etmektedir.

Elde edilen sonuglar daha 6nceki ¢alismalarda kullanilan RAPD (%90,28, 96,35;
sirayla Kafkas, 2006 ve Golan-Goldhirsh et al., 2004) ve AFLP (%93,27, Golan-
Goldhirsh et al., 2004) belirte¢ sistemleri ile elde edilen sonuglar ile uyumludur.
Ancak; PIC degerlerinin (0,312-0,345) daha 6nceki calismalarda elde edilen sonuglara
oranla daha diisiik oldugu goriilmektedir (0,668 ve 0,780; sirayla Kafkas, 2006 ve
Karimi et al., 2009). Ayrica retrotranspozon temelli belirte¢ sistemleri ile elde edilen
heterozigosite ve ayirma giicii daha once yapilan ¢aligmalara gore daha yiiksektir
(Kafkas, 2006, Shanjani et al., 2009).

Literatiirde daha énce RAPD ve AFLP belirtec sitemleri ile yapilan analizler
yiiksek oranda korelasyon gosterse de (0,941 ve 0,9; Katsiotis et al., 2003,Golan-
Goldhirsh et al., 2004), bizim ¢aligmamizda elde edilen korelasyon degerleri literatiir
ile kiyaslandiginda fazla yiiksek degildir. Bu, retrotranspozonal belirte¢ sistemlerinin
genomda farkli bolgeleri hedeflemesi yiiziinden olabilir. Tiim belirte¢ sistemleri ile
iPBS belirte¢ sisteminin gosterdigi yiiksek orandaki korelasyon ise iPBS belirteg
sisteminin diger belirte¢ sistemlerine oranla daha fazla lokus, polimorfizm ve
heterozigosite bilgisi saglamasindan kaynaklanmaktadir.

Ayrica; literatiir incelendiginde Pistacia tiirlerinin retrotranspozonal belirteg

sistemleri ile karakterizasyonuna ait bir tane IRAP ¢aligsmasi bulunmaktadir. Ancak bu
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calisma da sadece ii¢ farkli Pistacia tiirinii incelemistir (P. vera, P. khinjuk ve P.
atlantica) ve %89,6 polimorfizm oran1 belirlemistir [Ghaemmaghami et al., 2013].

Tiirler arasindaki benzerlikler incelendigin de ise; iPBS belirte¢ sistemindeki en
yakin tiir giftleri P. vera-P. khinjuk (0,633), P. khinjuk-P. palaestina (0,556) ve P.
palaestina-P. terebinthus (0,556) olurken, diger belirte¢ sistemlerinde farkli sonuglar
alimmigtir. IRAP belirte¢ sisteminde en yakin tiir ciftleri P. khinjuk-P. terebinthus
(0,559), P. mutica-P. atlantica (0,555) ve P. vera-P. khinjuk (0,551) olurken REMAP
belirte¢ sisteminde P. khinjuk-P. terebinthus (0,658), P. terebinthus-P. atlantica
(0,651) ve P. mutica-P. khinjuk (0,634) olmustur.

6.2. Akdeniz’ e Ozgii Pistacia Tiirlerinde Filogenetik
Iliskilerin Incelenmesi

Calisma kapsaminda edilen sonuglar, Pistacia cinsinde daha dnce ifade edilen
gruplagmalardan [Zohary 1952], [Katsiotis et al. 2003], [Golan-Goldhirsh et al. 2004],
[Saghir, 2006], [Al-saghir and Porter 2012] daha ¢ok dizileme calismalar1 [Xie et al.,
2014, Yi et al., 2008] tarafindan da desteklenen agsi bir evrim Oriintiisii icerdigini
gostermistir. Belirteg sistemleri tekil olarak incelendiginde her ne kadar farkl
gruplagmalar goriilse de, biitiin belirte¢ sistemlerinin sagladigi veriler analiz
edildiginde Akdeniz’ e Ozgii Pistacia tiirlerinde 3 temel grubun varligi goze
carpmaktadir: (i) %98 yineleme orani ile P. vera-P. khinjuk, (i1) %59 yineleme orani
ile P. atlantica-P. mutica, (ii1) %28 yineleme orani ile P. terebinthus-P. palaestina-P.
lentiscus

Gerek iPBS ve IRAP belirteg sistemlerinde gerekse de birlestirilmis belirteg
sistemi verisinde P. vera ve P. khinjuk tiir ¢iftinin ¢ok yakin bir iliskide oldugu tespit
edilmigtir. Bu sonug, daha 6nce RAPD [Golan-Goldhirsh et al., 2004, Kafkas and Perl
-Treves, 2002] ve AFLP [Kafkas et al., 2006] belirte¢ sistemleri ile elde edilen
sonuclarla uyumludur. RAPD [Kafkas et al., 2006] verileri ile elde edilen uzlasi
agaclarinda bu iki tiirlin yliksek oranda birlikte kiimelendigi goriilmiistiir (100 agactan
87’ sinde). Ayrica kloroplast genomu restriksiyon analizlerine gore de P. vera ve P
khinjuk’ un birbirinden ayrilamadigi tespit edilmistir [Parfitt and Badenes, 1997].
Nitrat rediiktaz geni (NIA-i3), ¢ekirdek ribozomal inter transkibal bolge (ITS) ve
plastid genleri dizileri ile yapilan baska bir ¢alismada ise, P. vera ve P. khinjuk’ un

molekiiler diizeyde ayrilamadigi tespit goriilmustiir [Yi et al., 2008].
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P. vera, P. khinjuk ile sadece yayilim alanlar1 degil (Afganistan, Iran, Irak,
Suriye, Filistin ve Misir) ayni zamanda benzer morfolojik varyasyonlar da
gostermektedir (P. khinjuk vejetatif formlari, P. vera’ dan zor ayirt edilebilmektedir).
Bunun yaninda bu iki tiir; basit yapraklar, imparipinnat yapraklar, az sayida yaprakgik,
simetrik yapraklar, yuvarlak yaprake¢ik ayasi, basit petiyol, yaprak dokiimii ve biiyiik
meyve gibi karakterler bakimindan da benzerdir. Ancak P. vera, REMAP belirteg
sistemlerinde P. khinjuk’ tan ayr1 bir grupta yer almistir. RAPD [Kafkas and Perl -
Treves, 2001] ve AFLP [Kafkas, 2006], [Karimi et al., 2009] belirte¢ sistemleri ile
yapilan ¢alismalarda da ayni Oriintli gdsterilmistir. REMAP belirte¢ sisteminde P.
khinjuk %51 yineleme orani ile P. palaestina ve P. terebinthus ile gruplanmistir.

P. atlantica ve P. mutica tiir ¢ifti de belirteg sistemlerine gore farkli gruplanma
orlintlisii gostermistir. Bu tiir ¢iftci, iPBS belirteg sisteminde ayr1 grupta yer alsalar da,
IRAP ve REMAP belirteg sistemlerinde birlikte gruplanma gostermislerdir. Zohary,
rakis kanadi karakteri bakimindan P. atlantica’ y1, Butmela olarak ayr1 bir sinifin
icerisine koymustur. Ancak Parfitt ve Badenes [1997] Butmela grubunun Terebinthus
ile birlestirilmesini teklif etmistir. Buna karsilik olarak, Golan-Goldhirsh et al., [2004],
P. atlantica® nin ayr1 bir grup olarak kiimelendigini ve Butmela sinifinin kolaylikla
kaldirilamayacagini belirtmistir. AFLP belirte¢ sistemi ile yapilan ¢alismalarda ise P.
atlantica ve P. mutica tiirlerinin yiiksek benzerlik oranlari ile (0,76 — 0,69) birlikte
gruplandig1 tespit edilmistir [Kafkas, 2006], [Karimi et al., 2009]. Biitiin belirte¢
sistemleri birlikte kullanilarak olusturulan agagta, P. atlantica ve P. mutica tiir ¢iftinin
%98 oraninda birlikte bulunmasi da bu benzerligi kanitlamaktadir.

Biitiin belirte¢ verileri kullanilarak yeni bir filogenetik aga¢ olusturuldugunda
ise P. atlantica ve P. mutica’ nin birlikte gruplandigi ve Butmela kisminin,
Terebinthus ile birlestigi goriilmiistiir. Ancak bu Butmela sinifinin silinebilecegi
anlamma gelmemektedir. Ciinkii biitiin belirte¢ sistemlerinin verileri ile olusturulan
PCA grafiklerinde bu iki tlirtin hem diger tiirlerden farkli olarak konumlandigi hem de
birlikte bir grup olusturdugu goriilmektedir.

P. terebinthus ve P. palaestina tiirleri, birlikte gruplanan bir diger tiir ¢iftidir.
Literatiirde RAPD [Golan-Goldhirsh et al., 2004], [Kafkas and Perl -Treves, 2002] ve
AFLP [Golan-Goldhirsh et al., 2004], [Kafkas, 2006], [Katsiotis et al., 2003] belirteg
sistemleri sadece yliksek benzerlik degerleri gostermekle kalmamis (0,5-0,9) ayni
zamanda uzlasi agaglarinda yliksek oranda birlikte gruplandiklar tespit edilmistir (100
agac igerisinde 70 ve 100 defa; Golan-Goldhirsh et al., 2004). Engler [1881], P.
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palaestina’ nin P. terebinthus’ un alt tiirii olabilecegini belirtmistir. Ancak Zohary
[1952] baz1 karakterler (terminal yaprak¢ik varligi, ¢icek durumu vs) yiiziinden P.
palaestina’ y1 ayr1 bir tiir olarak siniflandirmistir. Ancak dizi analizi ¢caligsmalarina gore
bu iki tiir birbirlerinden ayrilamamistir [ Yi et al., 2008]. Tez kapsaminda biitiin belirteg
sistemleri birlestirilerek yapilan analizlerde bu iki tiirlin %89 yineleme orani ile
birlikte gruplandiklar1 goriilmektedir.

Zohary [1952], Eu-Lentiscus grubunun kseromorf yapraklar, u¢ yaprak¢igin
tamamen kaybolmasi, kanatli rakis, indirgenmis ¢icek durumu ve drup meyve
karakterleri bakimindan en farkli kisim oldugunu belirtmistir. P. lentiscus yapilan
biitiin ¢aligmalarda gerek morfolojik gerekse de molekiiler agidan en farkli tiir
olmustur [Golan-Goldhirsh et al., 2004], [Katsiotis et al., 2003]. P. lentiscus sadece
REMAP belirteg sisteminde elde edilen filogenetik agacta tek basina diger tiirlerden
ayrilmistir. Ancak her ne kadar P. lentiscus, biitiin belirteg sistemleri birlestirildiginde,
P. palaestina ve P. terebinthus ile birlikte gruplansa da, elde edilen yineleme tekrari
oldukea diistiktiir (%23). Bu sonug da bu gruplagsmanin ¢ok giivenli olamayabilecegini
gostermektedir. Bununla birlikte, elde edilen PCA grafiklerinde P. lentiscus her zaman

diger tiirlerden ayri bir konumda yer almigtir.

6.3. Retrotranspozon Hareketlerinin Pistacia Filogenisine
Etkisi

Zohary [1952] Pistacia genusunun evrimsel tarihini genis bir sekilde tartismis
ve genus icerisindeki evrimsel trendin, Eu-Terebinthus-Lenticella ve Butmela
yoniinde oldugunu belirtmistir. Ayrica P. vera’ nin en atasal tiir oldugunu ve P
khinjuk’ un dogrudan P. vera’ dan koken aldigindan bahsetmistir. Bununla birlikte;
Eu-Terebinthus icerisindeki diger tiirlerin, P. khinjuk’ tan koken aldig1 ve P. atlantica’
nin da dogrudan P. vera veya P. khinjuk’ tan koken aldig1 belirtilmistir.

Ancak c¢ekirdek ve plastid belirteclerinin dizilenmesi sonucu elde edilen
filocografya ¢alismalarinda daha farkli sonuclara ulagilmistir. Pistacia tiirlerinin sahip
oldugu ags1 evrimsel oriintii bir kenara, Pistacia cinsinin evrimsel tarihinde farkl
tiirlesme ve dagilim noktalar1 tespit edilmistir [Xie et al., 2014]. Bu ¢alismaya gore
Pistacia cinsinin daha 6nce ifade edildigi gibi 80 milyon yil degil de, yaklagik 37

milyon yil 6nce ayrildig1 ortaya konulmaktadir. Ayrica Amerika bdlgesine 6zgii
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tirlerin yaklasik 20, Asya bolgesine 6zgii tiirlerinde yaklagik 17 milyon yil 6nce
farklilastiklar1 belirlenmistir.

Son yapilan ¢alismalarda Akdeniz havzasindaki ¢evresel degisimlerin Pistacia
tirlerinin evrimlesmesi {izerine etkileri tartistlmistir. Ayrica orta miyosendeki
kurakligin tam olarak Pistacia tiirlerinin evrimlesmesi ile Ortlistiigi tespit edilmistir
[Thompson, 2005]. Ayrica, retrotranspozonal aktivasyonun ¢ogunlukla ¢evresel stres
kosullar1 sonucunda olustugu da goz oniine alindiginda [Grandbastien, 2014], Pistacia
tirlerinin evrimlegmesine retrotranspozonal hareketlerin 6nemli bir rol oynadig
sOylenebilir.

Her ne kadar deneyler sonucunda elde edilen bulgular buradaki varsayimlari tam
olarak desteklemese de, dizileme c¢alismalari sonucunda elde edilecek LTR
bolgelerinin hangi stres kosullarinda aktive olacaklarinin incelenmesi ve bu bolgelerin
P. vera genomundaki dagilimlarinin incelenmesi, bu ¢aligsmalar i¢in bir ¢ikis noktasi

olusturacaktir.

6.4. Farkhh Gelisimsel Evrelerdeki Retrotranspozonal
Degisimler

Calismalar sonucunda embriyo 6rnekleri ve ¢imlenmis bitkicikler arasinda farkl
retrotranspozon profilleri oldugu tespit edilmistir. Literatiir incelendiginde
retrotranspozonlarin sadece stres kosullarinda degil, ayn1 zamanda gelisimsel olarak
da diizenlendiklerini ortaya koymustur. Bu mekanizmalardan en 6nemlisi epigenetik
diizenleme mekanizmalaridir.  Calismalar, retrotranspozonlarin  ¢ogunlukla
hipermetilasyona ugramis heterokromatik bolgelerde bulundugunu gdstermektedir.
Embriyo gibi yiiksek derecede genomik stabiliteye ihtiya¢ duyan bir dokuda biiyiik
oranda metilasyon goriilmektedir [Grandbastien, 2015]. Ayrica doku kiiltiirii
sistemlerinde de farkli gelisim evrelerindeki bitki 6rneklerinde retrotranspozon profil
farkliliklar1 siklikla gozlenmektedir [Bayram et al., 2012], [Yilmaz et al., 2014]. Ancak
¢imlenme ve ardindan gelisen siireclerde ortadan kalkan metilasyon mekanizmalari
sonucunda LTR bdlgelerinin aktivasyonu ve retrotranspozon kopya sayisi artisi
goriilmektedir. Genomik yeniden diizenlenmelere yol agan bu siire¢ sonunda
retrotranspozon profilinde farkliliklarin gézlenmesi metilasyon mekanizmalarinin da

ortadan kalktiginin bir gostergesi olabilir.
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6.5. Pistacia Cinsine Ozgii Olas1 Retrotranspozon
Dizilerinin Arastirilmasi

Elde edilen sonuglar hem Pistacia tiirlerinde farkli retrotranspozon profilleri
oldugunu ortaya koymustur hem de farkli gelisimsel evrelerde retrotranspozonal
hareketlerin oldugunu gostermistir. Sonug olarak Pistacia tiirlerine 6zgii olast yeni
retrotranspozonlarin tanimlanmast ve bu diziler yardimiyla belirteg sistemleri
gelistirilmesi hem evrimsel biyoloji agisindan hem de farkli stres kosullarinda ve farkl
gelisimsel evrede olusan hareketlerin incelenmesi acisindan biiylik bir potansiyel
tagimaktadir.

Calismalar kapsaminda elde edilen diziler incelendiginde, hem LTR bolgelerinin
bulunmadig1 hem de ¢ok diisiik bir dizi kalitesinin elde edildigi goriilmiistiir. Bu kotii
sonuglarin elde edilmesindeki etkenler hem LTR dizilerinin karakteristik yapilarinda
hem de secilen klonlama yonteminin sahip oldugu diisiik orandaki ligasyon
veriminden kaynaklaniyor olabilir.

LTR dizileri karakteristik olarak yaklasik 1000 baz ciftlik bir bolgeden
olusmaktadir [Schulman, 2013]. Zaten dizileme ¢alismalar1 i¢in en az 1000 bg’ lik
orneklerin secilmesi teknigin basarisi agisinda dnemli oldugu belirtilmistir [Ruslan
Kalendar, kisisel goriisme]. Ayrica PBS bolgeleri LTR igeren retrotranspozonlar
disinda, LTR igermeyen retrotranspozonlar ve retroviral dizilerde de bulunmaktadir
[Kalendar et al., 2010]. Yani iPBS belirte¢ sisteminin sonunda elde edilen iiriinlerin
hepsinde LTR bdlgesinin bulunmasi beklenmemelidir. Bununla birlikte klonlanacak
dizilerin restriksiyon kesim bdlgeleri hakkinda bir bilgiye sahip olunmadigi igin
caligmalarda kiit u¢lu klonlama teknigi kullanilmistir. Bu teknigin en biiyiik olumsuz
yonlerinden birisi de hem ligasyon verimin yapiskan uclu klonlamaya gore ¢ok diisiik
olmasidir hem de mavi-beyaz se¢imi ardindan yanlis pozitif sonug vermesidir. Zaten
bulgular incelendiginde ¢ok diisiik bir ligasyon verimi ve yiiksek oranda yanlig pozitif
sonuglarin elde edildigi goriilmektedir.

Sonug olarak diisiik ligasyon verimi, 1000 bg¢’ nin altinda diziler elde edilmesi

gibi sebepler yliziinden klonlama ¢alismalarinda istenen sonuglar elde edilememistir.
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7. SONUCLAR

Bu ¢aligmanin sonucunda:

* Retrotranspozon temelli belirte¢ sistemleri ilk defa kapsamli olarak Pistacia
tiirlerinde uygulanmistir

* Retrotranspozon temelli belirte¢ sistemlerinin Pistacia tiirlerinin molekiiler
karakterizasyon ¢aligmalarinda kullanilabilecegi

* Akdeniz bolgesine 6zgii Pistacia tlirlerinde dizileme ¢alismalarinda gosterildigi
gibi ags1 bir evrimsel iligkinin varligi

* Farkli gelisimsel evrelerde retrotranspozon hareketlerinin olustugu ve farklh

retrotranspozon profillerinin elde edildigi

tespit edilmistir.
Ayrica dizileme c¢alismalarinin devam etmesi ile, Pistacia tiirlerine 6zgil olast
yeni retrotranspozonlarin klonlanabilecegi ve Pistacia tiirlerine 6zgii retrotranspozon

temelli belirtec sistemleri gelistirilebilecegi gosterilmistir.
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EKLER

EK A: Tez Calismasi1 Kapsaminda Yapilan Yayinlar
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to Analyze Molecular Diversity of Pistacia Species”. International Journal on
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Retrotransposon Based Marker Systems”. In Vitro Cellular and Developlemental
Biology-Animal 48 (Suppl 1): 59.

EK B: R Kodlar

Tablo B 1.1: Belirteclerin ¢esitlilik analizlerinde kullanilan R kodlar1.

basic<-function(marker, assay){
#Calculation of basic marker diversity indices

nP=0 #Number of polymorphic loci
nM=0 #number of monomorphic loci
nL=0 #number of loci

pP=0 #proportion of polymorphic loci

list_names=c("Number of Polymorphic Loci", "Number of
Monomorphic Loci", "Number of Loci", "Proportion of
Polymorphic Loci", "Number of Loci per Assay", "Effective

Multiplex Ratio")

nL=dim(marker)[1]
sS=dim(marker)[2]

for (1 in 1:nL){if (sum((marker[i,])/sS)==1){nM=nM+1}}
nP=nL-nM

pP=round(nP/nL,2)

nU=nL/assay

emr=nU*pP

list=c(nP, nM, nL, pP, nU, emr)

return(t(rbind(list_names, list)))
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EK-C: PCA Kodlari

Tablo B 1.2: Belirteclerin PCA analizlerinde kullanilan MatLab kodlar1.

load pistaciaiPBS.mat

s=ones(35,1)*100

c=ones(35,1);

for 1=1:5;
c(1)=1;

end

for i=6:10;
c(i)=2;

end

for i=11:15;
c(i)=3;

end

for 1=16:20;
c(i)=4;

end

for 1=21:25;
c(i)=5;

end

for 1=26:30;
c(i)=6;

end

for 1=31:35;
c(1)=7;

end

group_pistacia=num2cell([ones(35,1)]);
for 1=1:5;
group_pistacia{i}='P. vera';

end
for i=6:10;

group_pistacia{i}="P. mutica’';
end
for 1i=11:15;

group_pistacia{i}="P. khinjuk';
end
for 1=16:20;

group_pistacia{i}="P. terebinthus';
end
for 1=21:25;

group_pistacia{i}='P. atlantica’;
end
for 1=26:30;

group_pistacia{i}="P. palaestina’;
end

for 1=31:35;




group_pistacia{i}='P. lentiscus';
end

group_ekg=num2cell([ones(8,1)]);
for 1=1:2;
group_ekg{i}="Embriyo"';
end
for i=3:4;
group_ekg{i}="G"vde"';
end
for i=5:6;
group_ekg{i}="K"k";
end
for 1=7:8;
group_ekg{i}="'P. vera';
end

pistaciaiPBS=pistaciaiPBS-repmat(mean(pistaciaiPBS),
length(pistaciaiPBS.'),1);
pistaciaiPBS=pistaciaiPBS./repmat(std(pistaciaiPBS),
length(pistaciaiPBS.'),1);

[C1, AA1l, L1]=princomp(pistaciaiPBS');
relative_exp_varl=L1l./sum(L1);

figure

gscatter (AAL1(:,1), AA1(:,2), group_pistacia)
title('Pistacia Genusu PCA Grafi&i')

xlabel('PC-1")

ylabel('PC-2")

figure
scatter3(AA1(:,1), AA1(:,2), AAL1(:,3),s, c, 'filled')
colorbar('location', 'EastOutside', 'YTickLabel',...
{'"P. vera', 'P. mutica', 'P. khinjuk', 'P. terebinthus',
'"P. atlantica', 'P. palaestina', 'P. lentiscus'});
title('Pistacia Genus PCA Plot')
xlabel('PC-1")
ylabel('PC-2")
zlabel('PC-3")
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EK-C: Klonlama Calismalar1 Sonucunda Elde Edilen DNA

Dizileri

Tablo C 1.1: Calismalar1 sonucunda elde edilen DNA dizileri.

>S1
GGGAAAATTTACGATACGTGTCAACGATGATGACTTGGGATGCTTTATGCTACAT
GCTTTCATCTACGAAAGCTGAGCTCCAACTTTTTAAAGAGCTTAGGCAACTAGCTC
ATTTCATAAAGAACTTATACCAACATTTCCATGGTGATGTATTTTGGGAGCAGGAT
TACGAATAGCGTTAATAACTATTGACATTGAGGCT

>S2
NGCCTCTCGGTTTTCGCTAGATGCTCCTCTTTATAACGGAGATATGTCGACAGACT
AAGTGAGACCCCTTTTAAGGGCCGTTTTATTTTAGAAGGCTGAGAGCTATACCCG
GTCGGTGGAAATCGAACACGGGTGGATGATGGTCATTTGTGAACTGAACTTATGA
GTATCTCTCGGATTATGCAGATAAAGCCATCTATTAAGCCGTCTAGGTCATTCCCA
TCTACGCCAGCCTTCGCCACTGATCGATATGCAGGAAATCCCTATCTTCTATACCC
GGCTGACCCACTCGTATATGCAGGAGCTCCACATCGATACCCCGATGCACCCCAT
CCACGTGATCGATACCTATACCGAGTTCTTCCTTATGATCGTAGTAGAGATTCATA
CCTCACACGTGATCGAGACCTATAGAGGCGCTTTTAAGCCCTTATCAACGTTATCC
TTATCTTTGAGAAGTCCTTAAAGGACTCTATAAAGCATTTAAACGAGAGTTTAGAT
ACCCTCATAGTCCCCTACTATGTACTTTTTTATTTATTTGAAGCCCCGCCCCTGCCC
TATCACGTAAAGCCGGAACGGAATTAGAAAGGTACCTTCCTCCAGATCCTCTACC
TGGGCATCTATCCGATGGTTGCGAATACTGGTGCTTATCTCCTTCTGCTTGTTCCG
GTGCCCATCCGAGGGAAGTCATTCTTTATCTGATACAGATGCCCATCAACCACCA
GTGGGGAGAAGCAAATGACCCGCCATAGCAATCAATGAAGGAAGGCTCCAACTA
GCCATATCTAAAGCCTTGGATACGACGCCCGGCATAACATCCCACTACGGATTCC
CCTTCCTCTCCCTGATACCGGAGCAAGGGAGGGAGTAATCCAATGGCACATAGTA
GATTATAAGCCCTATCCCTATGATTTCTCTATATTTCTCCTCGTTAGTT

>S3
GGGGACAATACATGACAAGACAATCGGTGAAGGAAGTGTGAGTGGAGTCTGCTT
CTCCATGGACTTCCAACATTTCACTCCCATTTAAGAGAGGGGAGATAAATAGACN
AAAGGAAGGAAAAGGCCCTAACAGAAAAGAGAGAGGGAAGGAGAGAAANACCA
GCAAGCACAGGACGCCACCGAAACGCAGCAAAGGCAACACGAGCGCGCACGACG
GGAGAACCGCAGCAAAGGGGAGAAAGAACACCACAAAACACGCCCAAAACCAC
CCCACCCGAGCCAACCACCGCCAAGAGAGAGAGGACCCACACACCGAGAGCCCC
CACAGCCCCCGGGAAAGCAACAGGAGAAAGGAAACCAAGAAACCCGCAAAGAA
CACCCGCCAAGACAGGCGAACGAAAGGAGAACCGAGGACCACCACCCCCAGAAA
ACGACGCGGGCACCAGCGAAGCCACACAGAGCAGCCGCCGGAAGACCCACAGGA
CAACGGCGCAACCAAGGAAGNGCCCGAAAAACCCCAAAAAGAAGAGCACAAGC
CAAGACCGGCCAGACGGCAGACCACGCGCCAAAAGCCGCAAACAGGGAGGGGAC
GAAAAAAACAAAAGCCCCGGCACCAAACGAGCCGCCAGAACCCGACGCCCGCAC
CAACAGAAAAAGCAACAAAAGCGAAAAGAACACAAGAGAAAGGGAGGAAAAGG
CAGGGAAAAACAACCAGGACACCGGAGAACGGCAGCACAACGCAAAAGGACAA
AAAAAACGGAAAAGAAAGGCAGACAACCCACAGACCCGGAACCGCAAGCGGAA
ACGAGAAGAGGAAGAAAGGGGGAAAACAAAAAAACGAAGACAGCACAACAGAA
AGGACGAAAAACNGCCCCCGCCACGAAGCAAAGAGAAAACCCCCACACAAGAGA
GACAGCAGCAGGGCAGGCGCGACGCCAGAGAGCACACGACGGAGCAGACGCAA
AGAGAGCGCGCGCCCCGGGGACGGCCAAAGAGGCCCAAGGCGGCAGGGAGAGA
CACAACAGAG

>S4
GAGAAACTTGATCAGTGCGTCGATGATGGTGATTGCGCTTATGCTTGCCGTGCCCT
TACCGACGCCTTGCGGCCCCTAAAAGGGAACATGTTTGTACTTTTTCAGTATTGTT
CTGCCCTTCGAACCATGTTCAAAAGTTGTGACAGGGTTTTCGCCATCGGGTTCATA
TTGAAATTCATTAAGAACGGAGCA

>S5
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GTCCCGAGTCGCGAGCGGAAGTCTCCCTATCATATGGCGAGGCCTCACGTAGATA
CGCTTCTTTCCTTCCAATCTAGCGCCCCTCTAGATATGACATCTGTTTGAGTTCTAC
GCCTCCTCATTGACTCAGAAGTATTGGGAACCAGGCGCTCTGGACCACTCTTTTTT
AATAGCTCCCTCACTCGTCCATCGTCTAATATGGAACGAGACTGATGTGATCCCGA
GCGGAAAGGAGGACCCCTAATTCGGGGGCTGAGTTCGAATAATATGCACTGATAG
AATAATATACACTGACTACTCGAACATAATAATATGGAGGGGTAACGACTACGGA
GTTGGAACACAAGCATCTCAACAGTGATTTGGTTGGAAGACATTTGTGCTAATTCC
GTTCTTCTGATTCCTCAATGTACTCATACTCAATTGCTAGAGGTGTAGACTACTAA
TAAGGAATGGTACGTACGCTCGTAGCACAACTTATCATGTCTGCCTTTTTCTTTCT
CGATCACCTCACAAGCATTCCATATTACATAATGGACTAGTGCGGAAGCTTTTCCC
ACTACCTCACCTGAATGACTTGTCTCACAAGGTACTGTATCAAGTGGTATGGCCAC
ATCCGTTACCATAGGGAGAAGACGACGATTGCATAAATAGTCATCTCCCTCTGAT
CCTGATCGTGGCTTGCTCTTTGGACTTCACACTTCTTTTCTCTTGCATGGAAGTAGC
CTCGTCTCTTAGCGCCCACATTATNNN

>S7
GGGGAACGAGGGTACGTCAGTTCTGTCCGCTTCCAACAGTGTGTACCTTGTCTTGG
GGCGTCTTTGGCTTTACGAGCCCTACTAAGGCGGAAAAAAAATTCTTTCTCTTCCC
GGCCCGGACCATATTCCATTCCGGTGCGTCCACAGAAGAGGAAATCTGAATGTCT
CTTGCTCATCTAGCGTAACTTGCACTAAGAATG

>S8
NAGCGAGGGAAAAATTGAAGAGAGTCACAACGACAGCTAATCACTCACAATCCT
TAATAAAATGCCCCTTTTTATTAATACCTGCACAGAACAGTACAACCAGAACAAT
ACTTCCAGTAGCCTTGCCCTATCAGTACTCACTAAGCAAATGAACTAGAAAAATA
CAGCAAGTGCATTAAGAAAAATGGTAACTAAAGACTGACTTCGAGGGTCAGTCAC
CTCCCAGAATACTGACTTCGAGGGTCAGCTGCCTCCCTTCCAATTTACTTTTTCCAT
CTTGATAATTCTTTCTCTCTCTGTTTTTTTTTTCACCCCTGGCCCCTTTTGTGCTCCT
AACCGAATTCCTATATTCACTCCTGTCAAGCCATCTGTCCTTTCTAACAAACTCAA
ACCTTTTACACCCAAATGTCAGTACTTATTCCTCTACTTTTTACCCTTGCCCTTCCT
ATGGTATCCAAGCAAAAANATNNTNT

>S9
GAGACACAGAGTGCGCGCGATGATTGAACCATGAAAGCAAGGCTNCNGTNNGCA
GCNTANNCAGCTNGNNATNTNNCGACAGGGATANCGAAGGGGTTNGTATATATTT
GTACACAGACTTATGCCTTGAACGATTTCATACAGCATCATATACCCTTTTTTTTA
CTAAGTCGCCGCNCCTCTNGCGTNGNGAATTTTAGTATGTACATGANGNANCNTN
CNTNCNCGGCTGACTTAATCGTAGTTCTCGNTCTATTTCACACAGCGATGCGTAGC
TTCTTAGTTTCGNNCCTCATNTNGNANTANTCAANATCTGCATTCCGCTCTTTGAA
TCACGGCAGCTGCTCGTGANTCAAGAGCGNAATGCAAATTCTGATAATTTCAATA
TTGAGNGCGAN

>S10
ACCAGGGAAGATAATGGTGATCACTAGTTGCTTGCGTGTGATGGGTAATTAGATG
TGCTAATAAACGGAATGGTCTAGGGAGGCGGTGGCCCTTAATAAGGTTGNGTGNN
GTGTGNNTGNNNTGNGGGNNTGTGTGGCCCTTTATAGAGGNTNGGNGNGGNNGG
NNGGTGTGGGTGNNGGGGGGNNTGGGGGTTGGGGTGTTGTGGTGGTGGTGGTGN
TTG

>S11
AAAACAGAATTATATACATATGGGTGATCGCAGGGCCATGCTTGCCCATCATACA
CCTGAAGCCAAAAACGTCCTTCTGCACTTGGACATGCCTTATTTTCTTTGGACCTT
ACTGGCTTAATGGTCCCTGATCTTGAAGCCTTGCCCCATAGCCACAGTTCAATATA
AGCGGCGCTGATGAATTCTTACACCTCCAA
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