T.C.
ISPARTA UYGULAMALI BILIMLER UNIVERSITESI
LISANSUSTU EGITIM ENSTIiTUSU

YUKSEK LiSANS
TARIMSAL BiYOTEKNOLOJI ANABILiM DALI

EKONOMIK ONEME SAHIP ZEYTIN (Olea europaea L.)
GENOTIPLERININ SSR (SIMPLE SEQUENCE REPEATS)’A
DAYALI GENETIK KARAKTERIZASYONU

Hadiye SELCUK

Danisman
Prof. Dr. Yasar KARAKURT

ISPARTA - 2019



© 2019 [Hadiye SELCUK]



TEZ ONAYI

Hadiye SELCUK tarafindan hazirlanan bu tez ¢alismas: asagidaki jiri tarafindan
Isparta Uygulamali Bilimler Universitesi, Lisansiisti Egitim Enstitiisi Tarimsal
Biyoteknoloji Anabilim Dali’nda YUKSEK LISANS TEZI olarak kabul edilmistir.

Baskan Prof. Dr. Yasar KARAKURT
Isparta Uygulamali Bilimler Universitesi

Uye Prof. Dr. Semra KILIC
Siileyman Demirel Universitesi

Uye Do¢. Dr. Muhammet TONGUC
Isparta Uygulamali Bilimler Universitesi

Yukaridaki Jiiri karar1 Lisansiistii Egitim Enstitiisii Yonetim Kurulu’nun ..../..../....
tarthve ...........  SO— sayili karariyla onaylanmaigtir.

Prof.Dr. Yusuf UCAR
Enstitii Miidiiri



ETIK BEYANI

Isparta Uygulamali Bilimler Universitesi Lisanstistii Egitim Enstitiisti tez yazim
kurallarma uygun olarak ve bilimsel ahlak ve geleneklere aykir diisecek bir yol ve
yardima basvurmaksizmn hazirladigim bu tez ¢alismasinda;

Tez iginde sundufum verileri, bilgileri ve dokiimanlar1 akademik ve etik kurallar
cergevesinde elde ettigimi, tiim bilgi, belge, degerlendirme ve sonuclar: bilimsel etik
ve ahlak kurallarma uygun olarak sundufumu, tez ¢alismasinda yararlandigim
eserlerin tiimiine uygun atifta bulunarak kaynak gésterdigimi, kullanilan verilerde ve
ortaya ¢ikan sonuglarda herhangi bir degisiklik yapmadigimi, bu tezde sundugum
calismanin 6zgiin oldugunu, tezimle ilgili yaptigim bu beyana aykin bir durumun
saptanmasi durumunda, ortaya ¢ikacak tiim ahlaki ve hukuki sonuglara katlanacagimi
bildirir, aksi bir durumda aleyhime dogabilecek tiim hak kayiplarini kabullendigimi
beyan ederim.

27/05/2019



ICINDEKILER

Sayfa

ICINDEKILER ..ottt en sttt n e n e i
OZET ..ottt ettt ettt ii
ABSTRACT .. ii
TESEKKUR .....ovvivivititieeeeseteeeteeete ettt sttt sttt iv
SEKILLER DIZINI.....cooiiiiiiiieeiceeeeeeee ettt v
CIZELGELER DIZINI ...ooviviviiiiiceeeeeeeeee e Vi
SIMGELER VE KISALTMALAR DIZINT ...c.ooviiiiiininnseee e, vii
L. GIRIS oottt ettt ettt ettt n ettt 1
2. KAYNAK OZETLERI ...coooiiiiiiiicceeee e 3
3. MATERYAL VE YONTEM ....ccoeiitieeceetetceeeteeeeeeetetesseesses e sesesesenns 15
3L MALEIYAL ... 15
R I ) 11 7<) 1 s SRR PP 15
3.2.1. DNA izolasyonu i¢in Yaprak Orneklerinin AInmast ..............ccccoeveeenne. 15
3.2.3. SSR ANGNIZI..c.viiviiiieieiee et 16
3.2.4. Molekiiler Verilere Ait ANAZIEr .........ccooiiiiiiiii 18
4. ARASTIRMA BULGULARI .....cooiiiiiiiiiiiiieciiee e 19
4.1. Zeytin Genotiplerinde SSR Analiz Sonuglart ..........c.ccevveiiiiiiieiiniiieenns 19
5. TARTISMA VE SONUCLAR ......coosvitiieteieeieseeesteseeeeees s 24
KAYNAKLAR et e e e e rae e e e e 29
(046 ) 10)1Y 15T 34
ICINDEKILER ....ooviiiiteieics et e tss et en st stss st en e nseas et s s e sssen s i
OZET.. 40 . 4. . . 4 4. B ... ... ii

F N S I ¥ S ii
TESEKKUR ......ooviviiiiiiitieeeeeee ettt sttt sttt iv
SEKILLER DIZINI.....cooviiiiiiiitecceeeeeeee et es et en st en st v
CIZELGELER DIZINI ...oviviviiiieeeeeeeeeeeee e Vi
SIMGELER VE KISALTMALAR DIZINI .....cooviiieiiieeeee e, vii
L GIRIS oottt 1
2. KAYNAK OZETLERI .....cooviiiiiiiiececeeeeeeee e 3
3. MATERYAL VE YONTEM ....cooiuiititictcieeceeeeteeee ettt eeseesenns 15
3L MALEIYAL ... 15
R I 011111 1 s PSP PP PPPR 15
3.2.1. DNA izolasyonu Igin Yaprak Orneklerinin AINmast ...........c..ccocevevnnnn. 15
3.2.3. SSR ANGNIZI..c.vvivieeieiee e 16
3.2.4. Molekiiler Verilere Ait ANAZIEr .........cccociiiiiiiiiieeee 18
4. ARASTIRMA BULGULARI .....cooiiiiii et 19
4.1. Zeytin Genotiplerinde SSR Analiz Sonuglart ..........ccccovvvvviiiiiiiiiniiiene 19
5. TARTISMA VE SONUCLAR ...ttt 24
KAYNAKLAR L.ttt st nreens 29
QY461 20601\ 1 ST 34



OZET

Yiiksek Lisans Tezi

EKONOMIK ONEME SAHIP ZEYTIN (Olea europaea L.)
GENOTIPLERININ SSR(SIMPLE SEQUENCE REPEATS)’A
DAYALI GENETIiK KARAKTERIZASYONU

Ogrencinin Hadiye SELCUK

Isparta Uygulamah Bilimler Universitesi
Lisansiistii Egitim Enstitiisii
Tarimsal Biyoteknoloji Anabilim Dah

Damsman: Prof. Dr. Yasar KARAKURT

Bu tez ¢aligmasinda molekiiler markdrlerden SSR teknigi kullanilarak zeytin
genotipleri arasindaki farkliliklarin ortaya konulmasi amaglanmigtir. Zeytin Oleaceae
familyasina ait Europaea cinsi icerisinde yer almaktadir. Caligma kapsaminda yerel
fidan yetistirme firmalarindan temin edilen zeytin fidanlar1 molekiiler analizler igin
kullanilmistir. Bu amacla zeytin tiirlinde yer alan genotiplere ait numuneler uygun
kosullarda alindiktan sonra Isparta Uygulamali Bilimler Universitesi Tarim Bilimleri
ve Teknolojileri Fakiiltesi Tarimsal Biyoteknoloji Laboratuvarinda molekiiler
analizleri gergeklestirilmistir.

SSR markorleri ile yapilan analizler sonucunda UPGMA metoduna gore zeytin
cesitleri arasinda yapilan analizde iki ana grup ve %70 benzerlik ortaya ¢ikmustir. Ik
ana grup kendi iginde 3 alt gruptan meydana gelmistir. Ik grupta Gemlik, Domat ile
Kalamata, ikinci grupta Ayvalik, Bodur arbequine ile Cekiste ve liglincii grupta Sar1
ulak yer almgtir. Ikinci ana grup 2 alt gruba ayrilmstir. Tlk alt grubu Yamalak sarist
ve Manzila olustururken, ikinci alt grupta Memecik yer almistir. Toplam allel
sayisinin 113, spesifik allel sayisinin 44 adet oldugu ve bant biiytlikliigiiniin ise 180
ile 297 bg arasinda degistigi belirlenmistir. Polimorfik bilgi icerigi (PBI) 0,515 ile
0,83 arasinda degisim gostermistir.

Tiirkiye’de zeytin tiiriine ait SSR bulgulari, bolgede bundan sonraki 1slah
caligmalarina ebeveyn se¢iminde bir basamak olusturmada, zeytin genotiplerinin

yayilma alanlariin belirlenmesinde, genetik koleksiyonlarin karsilastirilmasinda ve
zeytin genotiplerinin karakterizasyonunda kullanilabilir.

Anahtar Kelimeler: Belirteg , Genetik Karakterizasyon , Genotip, SSR, Zeytin

2019, 34 sayfa
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ABSTRACT
M.Sc.Thesis

MOLECULAR CHARACTERIZATION OF OLIVE (OLEA EUROPAEA L.)
GENOTYPES WITH ECONOMIC IMPORTANCE IN TURKEY USING SSR
MARKERS

Hadiye SELCUK

Isparta University of Applied Sciences
The Institute of Graduate Education
Department of Agricultural Biotechnology

Supervisor: Prof. Dr. Yasar KARAKURT

In this thesis, it is aimed to determine the differences among olive genotypes by
using SSR technique among molecular marker techniques. Olive is classified within
the Europaea genus in the Oleaceae family. Olive seedlings obtained from the local
seedlings production firms were used for the molecular analysis. For this purpose,
the leaf samples of olive genotypes were taken under suitable conditions and the
molecular analyzes were carried out at the laboratory of the Agricultural
Biotechnology department, Graduate School of Natural and Applied Sciences,
Isparta University of Applied Sciences.

As a result of the analyses with SSR markers, two main groups emerged between
olive genotypes according to the UPGMA method and they demonstarted 70%
similarity. The first main group consisted of 3 sub-groups. While Gemlik, Domat and
Kalamata formed the first group, Ayvalik and Bodur arbequine were in the second
sub-group, and Sar1 ulak was in the third sub-group. The second main group was
divided into 2 sub-groups. While the first sub-group contained Yamalak saris1 and
Manzila, the second sub-group had Memecik. The total and specific numbers of
alleles were determined as 113 and 44 respectively, and the band sizes ranged from
180 to 297 bp. Polymorphic information content (PBI) changed between 0.515 and
0.83.

The results obtained could be used in the characterization of the olive genotypes, in
choosing the suitable parents in breeding programs, in the determination of the
distibution areas of olive genotypes and in the comparison of genetic collections of
olive.

Key Words: Genetic Characterization, Genotype , Marker , Olive, SSR

2019, 34 pages
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1. GIRIS

Akdeniz kiiltliriiniin bir sembolii olan zeytin (Olea europaea L.), tarih boyunca
bolgede kurulan uygarliklarin temel besin kaynaklarindan birini olusturmustur.
Zeytinin anavataninin ve gen merkezinin Gilineydogu Anadolu Bolgesi’ni de igine
alan Yukar1 Mezopotamya oldugu ifade edilmektedir (Ozkaya et al. 2006). Son
yillarda yapilan caligmalarla Hatay, Kahramanmaras ve Mardin seridinde zeytin
agacinin en alt tliriine rastlanmis olmasi bu varsayimi desteklemektedir.

Zeytin, yaklasik olarak 30 cins ve 600 tiir ihtiva eden Oleaceae familyasina (ailesine)
baglidir. Olea cinsi, europaea tiirii ve sativa alt tiiriine (subspecies) ait olan ve diger
bir alt tiir oleaster’e ait olan yabani zeytinden ayirt edilen kiiltiir zeytini, Akdeniz
cevresinde yayilmis durumdadir. Olea europaea’nin 6zelliklerinin farklilagmasi ve
kendiliginden nesilden nesile gegmesi sonucunda tiiredigi sdylenmektedir.

Olea cinsinin biitiin tiirlerinde 23 (2n=46) kromozom vardir. Olea europaea’ya ait
mevecut tiirler ¢ok fazladir. 2000°den fazla c¢eside sahip oldugu tahmin edilen zeytin
gibi, ¢esit zenginligi olan ¢ok az kiiltiir bitkisi oldugu sdylenebilir. Daha biiyiik
meyveli, daha fazla yag orani igeren, zararlilara daha dayanikli v.b. gibi verimli
genetik olusumlarin 1slahina izin veren kiiltlir sistemleri gelisirken, bazi ¢esitlerin
kayboldugu ve yeni ¢esitlerin dogal olarak nesilden nesile ge¢gmesi ile kendiliginden
olustugu da bir olasiliktir. Ozellikle zor iklim kosullarinda, gerek disaridan gen akis,
gerekse yeni genlerle dejenere olmus (degismis) Ozel c¢esitlerin mevcudiyeti
sebebiyle ¢esitler kendi kendine olusabilmektedir.

Bitkilerdeki genetik varyasyonlarin belirlenmesi ve bunlarin siniflandirilmasinda
oncelikli olarak morfolojik, fizyolojik ve sitolojik 6zellikler kullanilmis olup, daha
sontra bu asamayr daha da kisaltmak amaci ile biyokimyasal markdrler
gelistirilmistir. Son zamanlarda ise molekiiler seviyede ¢alismalar hiz kazanmistir
(Scarano vd., 2002).

Son yillarda gen kaynaklarinin korunmasi i¢in yapilan biyokimyasal ve morfolojik
calismalar yetersiz olup, molekiiler markor caligmalar1 6nem kazanmistir. Basit dizi
tekrar1 (SSR- Simple Sequence Repeat) olarak bilinen mikrosatellit markdrler;
uluslararast veri paylasimi, ko-dominant ve kararli markér olmasi, yiiksek
polimorfizm gostermesi, bilgilendirici, tekrar edilebilir ve otomasyona uygun olusu,

tirler aras1 geciskenlik 6zelligini barindirmast ve bilgilendirici bir markér sistemi



olmasindan dolay1 6n plana ¢ikmaktadir (Weber ve May, 1989; Yamamoto vd.,
2001; Wiinsch ve Hormaza, 2002).

Son yillarda meydana gelen teknolojik gelismeler ile molekiiler markorler
meyveciligin  gelistirilmesi  ve  korunmasi  amaciyla  bir¢ok  c¢alismada
kullanilmaktadir. Giinlimiizde molekiiler markdrler diger bitkilerle benzer sekilde
meyvelerde; genotipik tanimlama, sistematik ve karakterizasyon, genetik ve QTL
(Quantitative Trait Loci) haritalamasi, markor yardimiyla seleksiyon ve genetik
kaynaklarinin belirlenmesi ve korunmasi gibi konularda kullanilmaktadir (Andersen
ve Liibberstedt, 2003; Aka Kagar, 2004; Vardarkanlitepe vd., 2010).

Markor destekli seleksiyon (MAS) ile 1slah galigmalart ile 6zel bir fenotipik
karaktere indirilebilmekte, 1slah calismalar1 daha kisa siirede ve daha az isgiicii ile
tamamlanabilmekte ve bunlarin yan1 sira gereksinim duyulan populasyon biiyiikligi
de klasik 1slaha nazaran ¢ok daha kiigiik olmaktadir (Gupta ve Rustgi, 2004).
Biyokimyasal (izoenzim) ve RAPD gibi DNA tabanli analizler ¢cok gesitli arastirici
gruplart tarafindan yapilmistir (Pontikis et al. 1980; Quazzani et al. 1993, Trujillo
and Rallo 1995, Bagoni et al. 1994, Fabbri et al. 1995,Claros et al. 2000, Ozkaya et
al. 2004, Ozkaya et al. 2006). Izoenzimlerin translasyon sonrasi degisimler
gostermesi  nedeniyle gilivenirliliginin  az olmast1 ve RAPD tekniginin
tekrarlanabilirliginin diisiik olmasi, arastiricilart daha kesin ve gilivenilir sonuglar
alabilecekleri teknikler (SSR ve AFLP gibi) kullanmaya zorlamigtir. Bunlardan SSR
markorleri, polimorfizm oranlarinin yiiksek olusu, tekrarlanabilirligi ve kodominant
karakterli oluslarindan dolayi tercih edilmektedirler.

Bu tez ¢alismasinda 10 zeytin genotipi kullanilmig olup, 10 SSR primeri ile genetik
tanimlamalar1 yapilmistir. Elde edilen genetik bulgular ile populasyon ici genetik
benzerlikler, akrabalik dereceleri, populasyona ait DNA kimlik bilgilerinin (allel

verileri) tespit edilmesi amaglanmustir.



2. KAYNAK OZETLERI

Guniimiizde molekiiler markerlerle farkli bitki tiirlerinde bir ¢ok ¢alismalar
yapilmistir. Bu amagla degisik markorler kullanilmistir. Yapilan bu ¢alismalardan

bazilar1 agagidaki sekilde 6zetlenmistir.

SSR DNA markorlerinin  gelistirilmesi, avokado genomik DNA kiitliiphanesinin
(Persea americana M.) kullanilarak yapilmistir. Kiitiiphane, 4 diniikleotit probu olan
(AG), (AT), (GC) ve (CA) ile taranmistir. Pozitif klonlar, basit dizi tekrarlarinin
(SSR) mevcudiyetinin gecerliligini dogrulamak ve basit dizi tekrarmnin yanindaki
dizilere dayanan polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) primerleri iiretmek iizere
dizilenmistir. Ilk taramada bir PCR iiriinii veren, 26 farkli primer ¢ifti
sentezlenmistir. SSR AlE11'in 11 alleli bulunurken A3F8'in 8 alleli oldugu
goriilmiistiir. Avokadodaki SSR’lar Mendel kalitimina uygun dagilim gostermistir.

(Lavi vd., 1994).

RAPD yontemi kullanilarak gen bankasinda bulunan Frantoio zeytin ¢esidinin
genetik yayillim1 ve morfolojik karakter Ozellikleri belirlenmek {izere bir c¢alisma
yapilmistir. Caligsmalar sirasinda 11 genotipin Frantoio ¢esidiyle benzer genotipe
sahip oldugu saptanmustir. Celinle di Nardo, Taggiasca, Razza, Sargano, Coreggiolo,
Cima di Bionto, Ogliarola, Leccese, Minuta, Razzola, Casaliva ve Raja sabina
cesitlerinin sinonim oldugu ortaya konulmustur. Arastirmalar sonucunda, Olea
europaea tiirleri arasinda yapilan yanlis tanimlandirilmalarin ve adlandirilmalarin
DNA markor yontemleri ile Oniine gegilebilecegi bildirilmistir (Vergari ve ark.

1998).

Malus domestica tipi 66 bitki arasinda genetik tanimlamanin yapilmasi amaciyla 8
SSR primer ¢ifti kullanilmistir. Kullanilan primer ciftleri 7 genotip haricinde
farkliligt kesin sekilde ortaya koymuslardir. Ayrica koleksiyonda 2 yanlis
isimlendirilmis genotip belirlenmistir (Hokanson et al. 1998).

Cesitlerin tanimlandirilmasindaki farkhiliklarin fenotipik veya genotipik kaynaklh
oldugu konusundaki arastirmalarin agronomik verileri yetersiz kalmaktadir. Son
yillarda PCR’a dayali molekiiler isaretleyici (marker) teknikleri kullanilarak bu

eksiklikler tamamlanmaya c¢alisilmaktadir. Molekiiler isaretleyiciler bitki tiir ve
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cesitlerin genotipik Ozelliklerinin arastirilmasi ¢aligmalarinda agirlik kazanmustir.
Yapilan caligmalarda GA genomik kiitiiphaneleri taranarak 43 pozitif klon elde
edilmistir ve 13 adet mikrosatellit lokusu i¢in primerler dizayn edilmistir. Kullanilan
bu primerler ile 46 zeytin cesidinde SSR polimorfizmi ortaya ¢ikmistir. Bu 46
cesitten 42 tanesi 5 mikrosatellit tarafindan tam olarak tanimlanmistir. Arastirmaya
gore, cesitlerin %88’1 sadece 3 mikrosatellitle bile tanimlanabilmistir (Rallo et al.

2000).

Bilinen 3 zeytin ¢esidine ait 22 klondan sinonim oldugu siiphelenilen 17 klon Israil,
Italya, Amerika ve Avustralya’dan getirilmistir. Genetik farkliliklar RAPD teknigi ile
belirlenmis ve Orneklerin UPGMA kullanilarak benzerlikleri bulunmustur.
Manzanilla ve Kalamata deneme i¢inde %98’lik benzerlik géstermistir. Bununla
beraber, Verdale diger tiplerden %80’den daha az benzerlik ve yiliksek genetik
degiskenlik gostermistir. Picual ve Nevadilo grubun %69 unu kapsamistir. Coregiola
ve Frontoio ve hatta Verdale gruplarinin arasindaki iliski genetik uzakligin
biiyiikliigii g6z 6niinde bulunduruldugunda, bu sonuglarin olusturdugu gruba ait bazi
kiiltiirlerin ayr1 kiiltiir olmasinin muhtemel oldugu belirtilmistir (Genet , 1999).

Yapilan baska bir calismada zeytinde GA/CT’ce zenginlestirilmis kiitliphaneler
kullanilarak, SSR lokuslar1 tespit edilmistir. 20 SSR lokusunun tespit edildigi
calismada, arastiricilar 20 zeytin genotipinde bunlar1 kullandiklarinda toplam 57 adet

allele ulasirlarken, 10 lokusda polimorfizm yakalamislardir (Carriero ve ark. , 2002).

[talya’min bir gesidi olan Frontoio’nun genomik kiitiiphanelerinde AC/GT ve AG/CT
zengin tekrarlarin oldugu 52 SSR primeri 60 klon iizerinde c¢alisilmig ve ayni

zamanda parmak izi teknigi uygulanmistir (Cipriani ve ark., 2002).

Zeytin tammlamalarinda en uygun markér sistemini belirlemek amaci ile Ispanya ve
Italya kokenli 32 zeytin genotipini tanimlayan SSR markérlerinin en etkili markorler
olduklari, bunun yaninda AFLP markorlerinin reaksiyon basina olusturdugu c¢ok
sayidaki polimorfik bant nedeni ile zeytin tamimlamalarindaki Onemleri de
vurgulanmigtir.  Kuzey Italya bolgesinde yetistirilen bazi zeytin gesitlerinin
morfolojik ve genetik karakterizasyonunu yapan Rotondi ve ark. (2003), SSR ve

AFLP markor verileri ile morfolojik verilerin benzerlik gosterdigini, morfolojik
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ayrimlarla tanimlanamayan sinonim ve homonimlerin DNA markdrleri araciligr ile

ayirt edilebildiklerini ortaya koymuslardir (Belaj ve ark., 2003).

Zeytinde ilk haritalama ¢alismalar1 olarak bildirdikleri arastirmalarinda steroil-ACP
desaturaz geni ile ilgili baglanma gruplarin1 olusturmak amact ile 95 zeytin
hibridinde degisik markorleri  kullanmislardir.  Arastiricilar 21 AFLP  primer
kombinasyonundan 304 polimorfik bant elde ederlerken, 7 SSR lokusunun

haritalanmasinda kuvvetli baglantilar olusturuldugunu belirtmislerdir (La Rosa ve

ark. , 2003).

Antep fistiginda Simple Sequence Repeats (SSR) primeri gelistirmek i¢in Kerman
¢esidinin DNA’s1 kullanilarak genomik kiitliphane olusturulmustur. Arastiricilar CA,
CT ve CTT tekrarlarin1 kullanarak sekanslamaya hazir klonlar elde etmislerdir. Bu
kiitiiphanelerden faydalanarak dizayn edilen primer c¢iftlerinden 25 tanesinin
sentezinin yapildig1 ve primerlerin degisik orijinli Antep fistig1 cesitlerinde Li-Cor

sekanslama tiinitesi kullanilarak test edildigini bildirmislerdir (Ferguson vd., 2003).

Zeytin  ¢esitlerinin  genetik varyasyonlarinin  SSR ve molekiiler markdrlerle
tanimlanmast calismasinda; zeytin g¢esitlerinin farklilik ve genotip belirleme
calismalari i¢in 14 adet gelistirilmis SSR markorii kullanilmistir. Allel biiytikliikleri
ve mikrosatellit optimizasyonundan sonra ortalama lokus basina 6.8 allel olacak
sekilde, 19 ¢esitte 96 allel saptanmistir. Mikrosatellitler genotiplerin karakteristik
ozelliklerini belirlemede giivenilir sonuglar vermistir. Kullanilan AFLP analizlerinde,
8 primer ¢iftinin kombinasyonu kullanilmistir. Genotiplerde AFLP ve SSR
markorlerinin  karsilastirilmast  yapilmistir.  Cesitler arasindaki uzaklik Jaccards
benzerlik katsayisi kullanilarak hesaplanmis ve UPGMA metodu kullanilarak
dendogramlar1 olusturulmustur. Her iki molekiiler teknikte de Tuscan tipleri ile
Sloveia tipleri arasinda belirgin bir uzaklik tespit edilmis, diger bolgesel cesitlerle

diisiik miktarda da olsa bile benzerlikler tespit edilmistir ( Bandelj ve ark. , 2004).

38 zeytin genotipinin molekiiler tanimlanmasi ¢alismasinda, Portekiz’den 30 genotip
ve Akdeniz llkelerinden 8 genotipin genetik farkliligin1 belirlemek amaciyla ISSR,
SSR, AFLP teknikleri kullanilmistir. Bant goriintiileri ve allel degerleri UPGMA



istatistik programina gore analiz edilmis ve dendogram ¢izilmistir. 38 genotip

birbirinden ayirt edilmistir (Gemas ve ark. , 2004).

Sicilya zeytin genotiplerinin genetik farkliliklarini belirmek i¢in DNA parmak izine
dayali SSR ¢alismasinda; Sicilya’nin 7 bolgesinden toplanan 30 zeytin genotipinin
yaninda referans zeytin genotipleri de eklenmistir. GAPU, UDO, DCA serisine ait 12
floresan isaretli primerler kullanilip otomatik kapiller sekans sistemi ile parca
uzunluklar standart cesitlere gore saptanmistir. Elde edilen verilere gore 2 genotip

sinonim olarak belirlenmistir (La Mantia , 2005).

Japonya’da farkli iilkelerden alinan elma anaglar1 koleksiyonunu temsil eden toplam
66 anacin genetik tanimlanmasinda SSR primerleri kullanilmistir. Calismada 1 veya
2 amplifiye olmus fragman meydana getirilmis ve bu durum anaglarin ayirt

edilmesini miimkiin kilmistir (Oraguzie et al. 2005).

SSR markorler ile zeytinyagi zirai-besin zincirinin karekterizasyonunun yapilmasi
amaciyla yapilan ¢alismada, modern tarimsal ve besin biliminde DNA parmakizinin
artan uygulamasi, yenilebilir ticari numunelerdeki kiiltiirlerin ve tiirlerin
dogrulugunun kanit1 oldugu belirtilmistir. Bu ¢alismada, PDO yaglarini igine alan,
Campania’da yaygin bir ¢esit olan Pisciottana kiiltiirline ait zeytinyagiyla iligkili olan
ve sert cekirdeklilerin genetik dogrulugunun kanitlanmasi i¢in bir metod
tanimlanmistir. Tanimlama birkag polimorfik DNA mikrosatellitlerinin kapiller
elektroforezine dayanarak yapilmistir. Secilen SSR’larin tekrarlanabilir oldugunu,
tek anlamli olarak ortaya ¢ikarmada ve burada analiz edilmis zeytin yagindaki
bilesenler gibi spesifik genetik materyalin varliginin dogrulanmasinda giivenilir
oldugunu ortaya koymuslardir. Elde edilen sonuglarin SSR markérlerinin zeytinyagi
zirai besin zincirinde kullanilan materyal dizisinin tanimlanmasi i¢in uygun oldugunu
ve bundan dolay1 kullanimlari, tiiketicileri korumada ve kalite kontrol uygulamasinda

onemli bir ara¢ oldugunu ispat ettiklerini belirtmislerdir (La Mura ve ark. , 2006).

Giiney Italya kokenli 39 zeytin kiiltiiriinde genetik cesitlilige dayanan morfolojik ve
molekiiler SSR markérleri ile calisma yapilmistir. Italya’daki zeytin endiistrisi yerli
kiiltiirlerden kurulmaktadir ve el degmemis zeytin yaglarmin kalite 6zellikleri,

kaynak genotipinden giiclii bir sekilde etkilenmektedir. Bu amagla, 4 SSR markort;
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Campania’dan 16, Calabria’dan 15 ve Sicilya’dan 8 olmak iizere toplam 39 yerli
kiiltirin ~ farkililiginin ~ arastirilmasinda  kullanilmistir.  Genetik  uzaklik
dendogramlarla hesaplanmistir. Sonuglar, Giiney Italya zeytin gametlerinin

zenginligini ve ylksek derecede genetik farklilig1 géstermistir (Marra ve ark. ,20006).

Suriye genotiplerinin genetik farkliliginin SSR ve AFLP markdrleri ile belirlenmesi
caligmasinda; Suriye’nin 42 yerli genotipi 2 AFLP ve 22 SSR primeri ile analiz
edilmistir. Toplamda 48 polimorfik AFLP bandi ve 45 polimorfik SSR band1 elde
edilmistir. Elde edilen veriler JACCARD genetik benzerlik katsayisi ile SAHN
gruplandirma metoduna basvurularak ayrintili bir sekilde incelenmistir. Sonugta
genetik akrabalik durumu olusturulup dendogramla detaylandirilmistir (Montemurro

etal., 2006).

Italya ve Akdeniz de zeytinin tarimsal iiretim icin stratejik dneminden dolay1 ilgi ve
asil  Onceligi zeytin genomunun organizasyonu ve analizinin olusturdugu
vurgulanmigtir. Bir baglanti haritalama programi, incelemeler i¢in QTL tanimim
hedef alan gruplar tarafindan gelistirilmistir. Genetik baglanti haritasi, Spilocaea
oleagina ve Verticillium dalhiae’ye kars1 direng gosterme gibi yiiksek iki heterozigot
kiiltiirden elde edilen populasyon caprazlamasindan gelistirilmistir. Genetik harita
569 AFLP, 279 RAPD, 62 SSR ve 6 SNP’ye dayanarak olusturulmus ve onemli
metabolik  yol  ilizerinde  bulunan  genlerin  sekansiyla  tanimlanmistir.
MAPMARKER/EXP v.3.0 programi kullanilarak resmedilmistir. Sonuclar 3:1
oraninda ayrilan (heterozigot x heterozigot) AFLP’leri ve kodominant SSR ve SNP
markdrleri iceren Join Map 3.0 programi tarafindan sonradan analiz edilmistir. 42
baglant1 grubu disi atalar icin, 28’1 erkek atalar i¢in elde edilmistir. Disi haritas i¢in
kapsam yiizdesi %68.3 iken, erkekler i¢in %67.2 bulunmustur (Ricciolini et al. ,
2006).

Rajda Ben-Ayed ve ark. (2014), parmak izi i¢in 8 adet mikrosatellit belirteg
kullanarak 15 Tunus zeytin (Olea europaea L.) ¢esidi arasinda genetik benzerlik
degerlendirmesi yapmislardir. Soulela 1 ve Soulela 2 ¢esitlerinden 32 adet secilmis, 2
bilinmeyen allel aciga cikarilmis ve SSR bagina allel sayis1 2 (UDO 12) - 6
(GAPU71A) arasinda degismistir. Kiimeleme analizinde 3 ana kiime halinde cesitler

gruplandirilmis ve 2 sinonim olgu (Zalmati ve Chemlali; Rkhami ve Chetoui)
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¢oziilmiistlir (Chemlali Tataouine). DNA Genetik analizleri; yaprak ekstreleri, yag ve
embriyolarin 2 bilinmeyen kiiltivarlar1 ve 2 biiyiik Tunus zeytin ¢esidinde (Chemlali
ve Chetoui) calisilmistir. Sonu¢ olarak, bu iki dogal c¢esidin giivenilir

tanimlanmasinda bu belirteglerin kullanilabilecegi belirtilmistir.

Polimeraz zincir reaksiyonun (PCR) bulunmasindan sonra DNA markorleri
kullanilarak gen etiketleme, genetik haritalama, harita temelli tarimsal a¢idan 6nemli
genlerin belirlenmesi, genetik c¢esitlilik ¢alismalari, filogenetik analizler, markorler
yardimiyla seleksiyon (MAS) ¢alismalar1 kolaylagmistir (Joshi vd., 2000). RFLP, ilk
molekiiler markor teknigi olup bitkilerde fiziksel haritalamada kullanilmis ve PCR
teknolojisinin kesfiyle beraber RAPD, AFLP, SSR gibi teknikler gelistirilmis, bu
teknikler popiilasyon genetigi calismalarinda yaygin olarak kullanilmaktadir (Althoff
vd., 2007).

[ran’da 56 badem ¢esidi 35 SSR ve 14 morfolojik primer kullanilarak analiz
edilmistir. Calismada kullanilan 35 SSR primerinden 25 adedi polimorfik
bulunurken, toplam 215 allel elde edilmis ve lokus bagina allel sayis1 2-16 arasinda
(ortalama 8,76) belirlenmistir. SSR analizine dayali olarak badem genotipleri
dendogramda 5 ana gruba ayrilmistir. SSR lokuslarinda ortalama beklenen
heterozigotluk CPTCT3’de 0,92 ile UDP96-008’de 0,17 arasinda bulunmustur.
Gozlenen heterozigotlugun en yliksek seviyesi XAM18 ve CPPCT22’de en diisiik ise
UDP96-008’de belirlenmistir. Calismada gozlenen en yiiksek polimorfik lokus
(%71), lokus basina ortalama allel sayis1 (8,76), beklenen heterozigotluk (0,775),
ortalama PIC (0,475) ve PI (0,258) degerleri SSR primerlerinin ¢alisilan badem
genotipleri arasindaki genetik varyasyonu tanimlayabilmektedir. Tiim lokuslarda
yiiksek heterozigotluk seviyesi (0,697) bademin karsilikli tozlasmasi ve kendine
uyusmazlik 6zelliginden kaynaklanabilece§i ifade edimistir. Bu calismada elde
edilen polimorfik SSR lokus yiizdesi (%71) RFLP i¢in kabul edilenden (%21) daha
yiiksek oldugu i¢in SSR primerlerinin bademde ¢esit tanimlamada daha iyi bir sistem

oldugu vurgulanmistir (Fathi et al., 2008).

Klemantin mandarininde genetik baglanti haritasinin olusturulmas: amaciyla C.
maxima ve C. clementina populasyonu kullanilmistir. Chandler pummelo x

Clemenules melezlemesinden elde edilen 190 melez birey 46 SSR morkori
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kullanilarak amplifiye edilmistir. Bu calisma uluslararast bir projenin parcasi
niteliginde geregeklestirilmistir. 1ki Fransiz kurulusu (CIRAD ve INRA),
Amerika’dan iki grup (UF-CREC ve UCR), Ispanya’dan (IVIA), Fas (INRA) ve
Tiirkiye’den Cukurova Universitesi bu uluslararas1 projeye dahil olmustur. Projenin
ana hedefi Turunggil Genom Haritasint olusturmaktir. Genetik haritanin
olusturulmasinda I. asama analizlerinde, tez kapsaminda calisilan 46 SSR primeri
kullanilmis ve 310 ¢cM uzunlugunda elde edilen 9 baglanti grubunda 26 markdér
haritalanmistir. Projeye katilan tiim partnerlerden elde edilen veriler birlestirilerek II.
asama analizleri gergeklestirilmistir. Bu analizler sonucunda otuz ii¢ primer tez
kapsaminda calisilan primerler olmak iizere 247 SSR primeri ile genetik harita

olusturulmustur. Genetik haritada 247 markor 10 gruba dagilmistir (Turung , 2010).

‘Meeker’ kirmizi ahududu ¢esidi (Rubus ideaus) ve ‘Marion’ bogiirtlen ¢esitlerinden
(Rubus hybrid) izole edilen 12 SSR primeri 48 ahududu ve 48 bogiirtlen genotipinde
genetik iligkilerin belirlenmesi i¢in analiz edilmistir. Calismada RhMO31 primeri
ahudududa herhangi bir sonug ortaya koymazken, RiGOO1 primeri bogiirtlen ve hibrit
tiplerde amplifikasyon olusturmamistir. Basarili amplifikasyon olusturan 12 SSR
primerinde primer cifti basina elde edilen PCR iirlinlerinin sayis1 bogiirtlen ve
hibritlerde ahududuya gore daha yiiksek bulunmustur. Bu degerler bogiirtlende 3-29
arasinda, kirmizi ahudududa 1-15 arasinda belirlenmigtir. Yiiksek gozlenen ve
beklenen heterozigotluk, yliksek polimorfizm bilgi igerigi (PIC) ve diisiik melezleme
katsayisina dayali en 1yi SSR lokusu sirasiyla RiM019, RhM003 ve RhMO011°de elde
edilmistir (Castillo and Reed, 2010).

Antepfistiginda dort farkli motif ile zenginlestirilerek olusturulan genomik
kiitiphanenin  kullanilmasiyla ortaya ¢ikan SSR lokuslarindan yeni ISSR
primerlerinin antepfistigi, ceviz, elma, kayis1 ve kiraz tiirlerinde test edilmesi ile
gelistirilmesi amaclanmigtir. Calismada herbir tiirden sekiz cesit veya genotip ile
birlikte yeni dizayn edilen 137 adet ISSR primeri kullanilmistir. British Columbia
tiniversitesi tarafindan gelistirilen 36 ISSR primeri de karsilastirma amagh
kullanilmistir. Yeni gelistirilen ISSR primerleri ile antepfistiginda, 618’1 polimorfik
olmak tizere toplam 791 bant, cevizde 395’1 polimorfik olmak iizere toplam 613
bant, elmada, 496’s1 polimorfik olmak tiizere toplam 696 bant, kayisida, 429’u

polimorfik olmak iizere toplam 666 ve kirazda ise 281’1 polimorfik olmak iizere
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toplam 514 bant elde edilmistir. Elden edilen toplam bant sayisi1 ve polimorfizm
seviyesi bakimindan yeni gelistirilen ISSR primerleri UBC primerleri ile benzer
Ozellik gostermislerdir (Karadut et al., 2013).

Hirvatistan, Tiirkiye ve Kuzey Kibris Tiirk Cumhuriyeti’nden temin edilen 50 adet
kegiboynuzu (Ceratonia siliqua L.) genotipinin genetik iligkileri 5 SSR primeri ile
arastirilmis ve tartisilmistir. SSR analizleri sonucunda elde edilen toplam allel sayisi
16 olarak tespit edilmistir. Elde edilen 16 allelin tamaminin polimorfik sonuglar
verdigi gozlenerek polimorfizm oraninin %100 oldugu tespit edilmistir. Genotipler
arasindaki genetik benzerlik oraninin 0,46 ile 1,00 arasinda degistigi gorilmistiir.
Dendrogram iki ana gruba ayrilmis ve bu ana kollarin birinde Adana-Kozan’dan
temin edilen bir genotip ile Kuzey Kibris Tiirk Cumhuriyetinden elde edilen Kalkanl
4 genotipi yer almistir. Diger ana kolda ise ¢alismada kullanilan diger tiim genotipler
kiimelenmistir. Bu iki ana kolun birbirine olan yakinligi yaklasik olarak %46
oraninda tespit edilmistir. Calismada kullanilan degisik orjinli genotiplerin
birbirinden tam olarak ayrilmadig: tespit edilmistir (Ercisli , 2014).

Bazi tarimsal karakterler ve zeytinyagi yag asitlerinin igerigi basit tekrarl dizisi
(SSR) we iliskili SSR isaretgileri kullanilarak tespit edilmistir. SSR markor analizi
zeytin gesitleri arasindaki genetik varyasyonun yiiksek oranda oldugunu gostermistir.
UPGMA dendrogrami zeytin ¢esitlerinin cografi koken temelinin ortak olmadigini
gostermistir. Yagli ¢esitlerin zeytinyagi asit bilesenleri belirlenmistir. Sonuclar
varyasyonun zeytin ¢esitlerinde yag asidi kompozisyonu ag¢isindan yiiksek oldugunu
gdstermistir. Ornegin, oleik asit igerigi 57.76 dan standart sapma % 5,10 ile %76.9
arasinda deg@ismistir. Zeytin yag1 yag asitleri arasinda korelasyon gozlenmistir.
Ornegin, ¢ok yiiksek negatif korelasyon (-0,812) oleik ve linoleik asitler arasinda
tespit edilmistir. Yapr analizinde zeytin ¢esitleri i¢in iki gen havuzu (K = 2)
belirlenmistir. Bu gen havuzlan igin cesitlerin belirlenmesi cografi kokene dayali
olarak yapilmamistir. Stearik, oleik, linoleik ve linolenik zeytinyagi asitlerinin
gruplandirilmast SSR ile yapilmig; En yiiksek gruplar (p <0.001) oleik asit de
ssrOeUA-DCA14 ve stearik asit de GAPU71B oldugunu gostermis ve zeytinde
markor-destekli seleksiyon igin kullanilabilir oldugu bulunmustur ( Ipek et al. |
2015).
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Cezayir’in zeytin ekili farkli bolgelerinden 6rneklenmis zeytin agaglarinin genetik
cesitliligini degerlendirmek i¢in niikleer mikrosatellit isaret¢iler kullanilmistir. Olea
europaca L. cesitlerinde genetik iliskiyi incelemek igin toplam 11 polimorfik
mikrosatellit igsaretleyiciler kullanilmistir. Lokus basina allel sayis1 6 ila 21 arasinda
degismis ve ortalama 11 allel olmustur. Calisilan her belirtecle genotipler arasinda
yiiksek genetik c¢esitlilik gdzlenmistir. 3 mikrosatellit belirte¢ 20 zeytin ¢esidini ayirt
etmek icin yeterli olmustur. Toplam 129 tekrarlanabilir bant iiretilmis ve cesitler
dokuz gruba kiimelenmistir. Homonimler ve aym katilimlarin arasindaki allel
farkliliklar tespit edilmistir. Bu ¢alismada elde edilen bilgiler Cezayirdeki zeytin
cesitlerinin kdkenine biraz 151k tutmustur (Abdessemed et al. , 2015).

Ulusal zeytin gen bankasindaki 96 genotip DNA’ya dayali yontemler olan RAPD,
AFLP ve SSR markoér teknikleri uygulanarak molekiiler diizeyde tanimlanmistir.
SSR markor analizinde 14 primerden 62 polimorfik bant elde edilmistir. Her
teknikten elde edilen wveriler ile genetik uzaklik matrisi ve dendrogram
olusturulmustur. Ayrica ili¢ teknigin verilerinin birlestirilmesi sonucunda toplam
1196 adet polimorfik bant degerlendirilerek dendrogram ve genetik uzaklik matrisi
elde edilmistir. Incelenen 96 genotipte AFLP markdr analizinde popiilasyonda
genetik uzaklik bakimindan en diisiik deger 0.15, en yiiksek deger 0.71 olmustur.
SSR markor analizinde ise en diisiik ve en yiiksek genetik uzaklik degerleri ise 0.00
ile 0.87 olarak saptanmistir. RAPD, AFLP ve SSR markor analizi verileri birlikte
degerlendirilerek elde edilen genetik uzaklik matrisinde, en diisiik deger 0.14, en

yiiksek deger ise 0.70 olarak belirlenmistir (Cetinet al. , 2017).

Bati Akdeniz Tarimsal Arastirma Enstitiisii (BATEM) ve Karadeniz Tarimsal
Arastirma Enstitiisiine (KTAE) ait 35 adet kendilenmis cin misir hatti molekiiler
analize tabi tutulmustur. Molekiiler karakterizasyon i¢in 21 adet SSR primeri
kullanilmis ve hatlar arasindaki genetik uzakliklar tespit edilmeye c¢alisiimistir.
Arastirma sonucunda; kiimeleme analizi ile elde edilen dendograma gore cin misir
hatlar1 2 ana ve 5 alt gruba ayrilmistir. Calismada kullanilan hatlar 0.44 ile 0.95
araliginda benzerlik gostermislerdir. Calismada kullanilan hatlardan 9 ve 28 nolu
hatlar yakin akraba bulunur iken, 1 ve 23 nolu hatlarin uzak akraba oldugu tespit

edilmigtir. Elde edilen bu sonuca gére BATEM ve KTAE’ye ait kendilenmis cin
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musir hatlar1 arasinda genetik olarak bir varyasyonun oldugu tespit edilmistir (Oztiirk,

2017)

Avokado gen kaynaklarinin molekiiler karakterizasyonu, molekiiler markdrlerin ilk
gelisimi ile baglamis olmasina ragmen, {i¢ botanik 1rk arasindaki genetik iligkiler hala
belirsiz olarak ifade edilmistir. Burada, avokadoda (Persea americana Mill) 47 yeni
mikrosatellitin - gelisimini ve ¢Oziilmemis sorular1 ele almak ig¢in dikkatlice
tasarlanmis cesitli genetik c¢alismalarin sonuglarimi bildirmislerdir. Kirk yiiksek
kalitede, tek lokiislii belirtegler (25 basit dizi tekrar1 (SSR) ve 15 ifade edilmis sekans
etiketi-SSR (EST-SSR)), tanimlanan {i¢ botanik 1rkini temsil eden segilmis 42
gruptan olusan bir grupta degerlendirilmistir. Toplam 455 allel (her lokus i¢in 11.4
allel) tespit edilmistir. Ortalama beklenen ve gozlenen heterozigotluklarin ortalamasi
sirastyla 0.831 ve 0.674 olarak belirlenmistir. Tiim katilimecilar botanik irklara
dayanarak belirlenen ii¢ grup olduguna karar vermisler ve elde edilen varyasyonun%
25'inin gruplar arasinda boliinmiis durumda oldugu goriilmiistiir. Her grup icindeki
cesitlilik analizi, spesifik belirte¢ler kullanilarak yapilmis , alellerin tanimlanmasi

saglanmistir.(Gross-German ve Viruel, 2013)

Canakkale ilinde 1spanak iiretimi yapilan alanlarda Hiyar mozaik viriisii (Cucumber
mosaic virlis; CMV) enfeksiyonunun belirlenmesi ve karakterizasyonu amaci ile
2016—2017 yillar iiretim sezonunda arazi ¢ikislar1 gergeklestirilmistir. Yapilan arazi
cikislarinda virilis ve viriis benzeri simptom gdsteren 66 1spanak 6rnegi toplanmistir.
Toplanan 6rnekler CMV varliginin belirlenmesi amaciyla DAS-ELISA yontemi ile
test edilmistir. Testlemeler sonucunda Orneklerden dort tanesi CMV ile enfekteli
olarak bulunmustur. Enfekteli bulunan izolatlar arasindan bir tanesi rastgele secilerek
molekiiler karakterizasyonu  gerceklestirilmistir.  Molekiiler  karakterizasyon
caligmalar1 sonucunda Canakkale CMV 1spanak izolat1 diinya CMV izolatlan ile
niikleotid diizeyinde %87—98 ve aminoasit diizeyinde ise %91-99 oraninda benzerlik
gostermistir. Ayrica gerceklestirilen filogenetik analizler sonucunda bu izolatin

altgrup IA’da yer aldig1 belirlenmistir (Kurtoglu , S.Korkmaz , 2018)

Arastirma, Ege Tarimsal Arastirma Enstitlisi yem bitkileri 1slah programi
kapsaminda gelistirilen elit domuz ayrigi klonlarinin akrabalik derecelerini ve

genetik cesitliligini belirlemek amaciyla yiirlitiilmiistiir. Calismada 32 genotip ve 24
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SSR primeri kullanilmistir. Molekiiler analiz sonucunda SSR primerleri toplamda
126 allel iiretmistir. Allel sayis1 3 ila 7 arasinda degismis ve lokus basina diisen
ortalama allel sayis1 5,25 olarak bulunmustur. Elde edilen allel biiyiikliikleri ise 101
bp ile 354 bp arasinda degismis ve polimorfizm orani her primer i¢in %100 olarak
gerceklesmistir. Bireyler arasinda uzaklik derecesi Jaccard genetik uzaklik katsayisi
kullanilarak elde edilmis ve 0,21 ile 0,84 arasinda degismis ve genetik cesitlilik
seviyesi yiiksek bulunmustur. Genotiplerden elde edilen 126 allelin 28 nin nadir
alleller oldugu ortaya ¢ikmustir. Jaccard genetik uzaklik katsayisi kullanilarak yapilan
neighbor joining analizi sonucunda olusturulan dendrogram 3 ana gruba ayrilmstir.
A grubu en biiyiilk grubu olusturmus ve biinyesinde 15 genotip barindirmistir. B
grubu orijini ayn1 bdlge olan 13 genotiple ikinci biiyiik grubu olusturmustur. C grubu
ise en kiiclik grup olup orijini Tiirkiye’nin kuzeyi olan genotipleri barindirmistir.
Molekiiler analizler domuz ayrig1 genotiplerinin 6nemli derecede genetik varyasyon
tagidig1 ve 1slah programi i¢in degerli kaynaklar oldugunu ortaya koymustur. Bunlara
ek olarak, SSR tekniginin domuz ayrig1 genotiplerini molekiiler olarak tanimlamada
oldukca uygun ve etkili bir teknik oldugu sonucuna varilmistir (Comertpay ,

H.Ozpinar , 2018).

Calismada F, asamasindaki iki popiilasyona ait genotipler SCAC568 CAPS markeri
kullanilarak test edilmistir. Her iki popiilasyondan toplam 110 adet F, bitkisine ait
genomik DNA SCAC568 CAPS markeri ile PCR’da ¢ogaltilmis ve elde edilen PCR
tirtinleri Xbal ya da Taql enzimleri ile kesilmistir. Kesim iiriinleri % 2’lik agaroz
jelde ayrigtirilarak UV altinda goriintiilenmistir. Calisma sonuglar1 popiilasyonlardan
bir tanesine ait F, genotiplerinde heterozigot ve homozigot diizeyde beklenen
genotipik a¢ilimi (1RR:2Rr:1rr) verirken diger popiilasyonda F, seviyesinde
beklenen ag¢ilimin elde edilebilmesi i¢in her iki enzime ait kesim sonuglarinin birlikte
degerlendirilmesi sonucu dayanikli ve hassas bireylerin heterozigot ve homozigot
seviyede aywrt edilebilecegini gdstermistir. Sonuglar agilim  gosteren F»
popiilasyonlarinda SCAC568 CAPS markerinin TSWV’ye kars1 hassas ve dayanikli
genotiplerin belirlenmesinde, iki enzimle kesim yapilarak basarili bir sekilde

kullanilabilecegini teyit etmistir (Itken, 2019).

Triploid iireme, ¢ekirdeksiz melezleri elde etmenin etkili bir yoludur. Yapay

iremeye ek olarak, bazi triploid cesitler Citrus cinsinde dogal olarak bulunur.
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Japonya'da patentli yeni bir limon ¢esidi olan Sar1 Can; ac¢ik tozlasan 'Villafranca'
meyvesinin kiiciik tohumlarindan segilmistir ve ebeveyni bilinmemektedir. Sari
Canin ebeveynini karakterize etmek icin, muhtemel ebeveyn cesitler SSRs marker
kullanilarak genotiplendirildi ve ebeveyn iligkileri tri-allel marker genotiplerinin
kalitimiyla belirlendi. Sonug olarak, Sar1 Canin polen veren ebeveyni, ayni meyve
bahcesindeki anne agacindan 40 metre uzakta biiyilyen Yaz Taze olarak
belirlenmistir. Uzun bir ekim tarihine sahip Tahiti misket limonunun ebeveyni de
benzer sekilde degerlendirilmis ve Meksika misket limonunun ebeveyn oldugu

dogrulanmistir. (Michiharu Nakano , 2019)
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3. MATERYAL VE YONTEM

Bu calisma 2017 yilinda Isparta Uygulamali Bilimler Universitesi, Tarim Bilimleri
ve  Teknolojileri  Fakiiltesi,  Tarimsal  Biyoteknoloji ~ Laboratuvarinda

gerceklestirilmistir.

3.1. Materyal

Aragtirmanin materyalini Ontug Fidancilik Tarim Uriinleri Gida Sanayi Ticaret Ltd.
Sti firmasindan temin edilen 10 genotip olusturmustur.
Bu genotipler; Ayvalik, Cekiste, Memecik, Sar1 ulak, Yamalak sarisi, Gemlik,

Domat , Manzila, Bodur Arbequine ve Kalamatadir.

3.2. Yontem

3.2.1. DNA izolasyonu I¢in Yaprak Orneklerinin Alinmasi

DNA izolasyonu i¢in hastalik ve zararlilardan uzak ve yeni agmakta olan geng
yapraklar kullanilmistir. Yapraklar uygun kosullarda laboratuvara getirildikten

sonra DNA izolasyonuna kadar -80°C de muhafaza edilmistir.

3.2.2. DNA izolasyonu

Zeytin DNA’s1 50-60 mg yaprak materyalinden, CTAB ekstraksiyon protokolii
kullanilarak izole edilmistir (Weising vd., 1991). Bu amagla, yaprak oOrnekleri
porselen havan icinde s1v1 azot kullanilarak parcalanmistir. Ornekler iizerine 500 pl
DNA izolasyon tampon ¢ozeltisi (1M Tris-HCI pH 8.0, 0.5 M EDTA, 5 M NACI, 20
g CTAB) ve 0.8 g PVP, 100ul B-mercaptoethanol ilave edilmis ve Ornekler bir
miiddet daha tampon ¢6zeltisi i¢cinde ezildikten sonra eppendorf tliplerine alinmustir.
Homojenize 6rnekler 55°C su banyosu icerisinde 1 saat siireyle inkiibe edilmis ve
inkiibasyon boyunca drnekler belli araliklarla karistirilmistir. inkiibasyondan sonra
orneklere 500 pul kloroform eklenip tiipler yavasga karistirildiktan sonra 16 rcf ‘de 7
dakika santrifiij edilerek, silipernatant yeni eppendorf tiiplerine aktarilmistir.

Stipernatant {izerine 0.08 hacminde soguk 7.5 M amonyum asetat ve 0.54 hacminde
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soguk izopropanol ilave edilerek karistirilmis ve 30-40 dakikalik siireyle buz {istiinde
inkiibe edilmistir. Cozelti 16 rcf 'de 3 dakika santrifiij edilerek siipernatant
uzaklastirnlmistir. Sonra ¢okelti (pellet) once 700 pl % 70'lik soguk etanol ilave
edilerek karistirilmis, sonra 16 rcf 'de 1 dakika santrifiij edilerek sivi kismi atilmistir.
Pelete 700 pul % 95'lik soguk etanol ilave edilerek karistirtlmis ve 16 rcf ' de 1 dakika
santrifiij edilerek siipernatant uzaklagtirllmigtir. Daha sonra peletin agiz kismi
asagiya gelecek sekilde 15 dakika kurutulmustur ve kuruyan DNA'nin {izerine 50 ul
TE tampon ¢ozeltisi (1 M Tris-HCI pH 8.0, 0.5 M EDTA) konularak DNA oda
sicakliginda ¢oziilmiistir. DNA kalitesi ve konsantrasyonu her o6rnegin %1,2’lik
agaroz jel elektroforezinde kosturulan standart A-DNA’ larla mukayese edilmesi
suretiyle ve de spektrofotometre de 260 ile 280 nm dalga boylarinda okumayla

kontrol edilmistir.
3.2.3. SSR Analizi
Calismada daha 6nceden gerceklestirilen birgok arastirma kapsaminda kullanilan ve

basarili sonuglarin alindigi SSR primerleri arasindan secilen 10 SSR primer ¢ifti

kullanilmistir.( Cizelge 1.1.)
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SSR

Forward (ileri)

Reverse (Geri)

GAPU103 TGAATTTAACTTTAAACCCA | GCATCGCTCGATTTTTATCC
CACA

GAPU101 CATGAAAGGAGGGGGACAT | GGCACTTGTTGTGCAGATTG
A

UDO099-011 | TGACTCCCTTTAAACTCARC | TGCGCATGTAGATGTGAATAT
AGG G

UDO099-012 | TCACCATTCTTAACTTCACA | TCAAGCAATTCCACGCTATG
CCA

GAPU47 GATCAGCTTAGTCTCATATT | CCTCGACTGATTTACACACCA
CTCTCTC

UDO 11 TET- AGTGACAAAAGCAAAAGAC
CTTAACTTTGTGCTTCTC

ubO12 TCACCATTCn- TCAAGCAATTCCACGCTATG
AACTTCACACCA

ubDO24 GGATTTATTAAAAGCAAAAC | CAATAACAAATGAGCATGAT
ATACAAA AAGACA

DCA3 (FAM)CCAAGCGGAGGTGTAT | TGCTTTTGTCGTGTTTGAGAT
ATTGTTAC GTTG

DCA4 (FAM)TTAACTTTGTGCTTCTC | AGTGACAAAAGCAAAAGACT
CATATCC AAAGC

DCA 09 TET- GATCCrrCCAAAAGTATAACCT
ATCAAAGTATCCTTCTCATTT | CTC
CG

DCA16 TTAGGTGGGATTCTGTAGAT | TTTTAGGTGAGTTCATAGAAT
GGTTG TAGC

GAPU 59 CCCTGCTTTGGTCTTGCTAA | CAAAGGTGCACTTTCTCTCG

GAPU 71 GATCATTTAAAATATTAGAG | TCCATCCATGCTGAACTT
AGAGAGAGA

UDO99-008 | AAAAACACAACCCGTGCAAT | AAATTCCTCCAAGCCGATCT

Cizelge 1.1. Zeytin genotipleri i¢in kullanilan primer ¢iftleri
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Yukarida belirtildigi sekilde her bir genotipten ¢ikarilan DNA’lar 10 SSR primer
kombinasyonu (Faizo ve ark., 2003; Fukino ve ark., 2008) ile amplifiye edilmistir.
PCR reaksiyonu toplam hacim 15 pl olacak sekilde asagidaki bilesenlerden meydana
getirilmistir. Reaksiyon kosulu 1 ul DNA (20 ng DNA), 1 ul dANTP (0.1 mM
dNTPs), 1.5 ul MgCI2 (2.5 mM MgCl2), 0.2 pl Taqg DNA polimeraz (0.6 U Taq
DNA polymerase), 2 pl her bir primer (0.3 uM her bir primer), 1.5 ul (1 X ) PCR
buffer ve 5.8 ul ddH20 seklinde hazirlanmistir.

PCR protokolii, 94°C’de 5 dk, ardindan 35 dongii olacak sekilde, 94°C’de 30 sn,
55°C’de 30 sn, 72°C’de 60 sn ve son olarak 72°C’de 10 dk seklinde yapilmigtir. PCR
isleminden sonra PCR iiriinleri % 2’lik agaroz jel icerisinde 90 volt elektrik akimi

altinda 1 saat 45 dakika siireyle yiiriitiilmiistiir (Dirlewanger vd., 2002; Fathi vd.,
2008).(Sekil 1.1.)

Sekil 1.1.Farkli primerler ile yapilan PCR ve Elektroforez Jel goriintiisii

3.2.4. Molekiiler Verilere Ait Analizler

Aragtirmada kullanilan genotiplere ait genetik analizler Selli vd. (2007)’de
belirtildigi sekilde gerceklestirilmistir. Buna gore; genetik parametreler (her lokusa
ait allel sayis1 (n), spesifik allel sayisi, beklenen heterozigotluk (He), gozlenen
heterozigotluk (Ho) orani, polimorfik bilgi icerigi(PBI) ve tespit olasiligi(TO))
IDENTITY 1.0 (Wagner ve Sefc, 1999) yazilim programu ile, benzerlik orani indeksi
ise Microsat (Minch ve ark.,, 1995) programi kullanilarak tespit edilmistir.
Genotiplere ait dendogram NTSYS (versiyon 2.02g, Exeter Software, Setauket, NY)
yazilim programiyla olusturulmus ve goriintiilenmistir. Dendogram i¢in UPGMA

(Unweighted Pair-Group Method using Arithmetic means) yontemi kullanilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Zeytin Genotiplerinde SSR Analiz Sonuglari

Primer Allel | Spesifik | Bant Ho He TO PBI
sayis1 | Allel Biiyiikliigii
Sayis1 (bg)

UDO99-008 | 12 5 219-419 0,672 0,714 0,09 0,83
DCA4 10 3 149-390 0,74 0,85 0,36 0,613
GAPU59 7 3 214-306 0,62 0,74 0,811 0,73
GAPU103 11 5 144-313 0,712 0,801 0,274 | 0,650
GAPU47 9 3 134-246 0,60 0,62 0,34 0,564
GAPU101 12 5 146-205 0,724 0,711 0,07 0,79
DCA16 15 5 119-172 0,859 0,831 0,074 0,81
UDO099-011 | 14 6 201-288 0,64 0,86 0,08 0,81
UDO099-012 | 12 5 291-368 0,66 0,86 0,07 0,83
ubDO24 11 4 184-266 0,65 0,68 0,33 0,515
Toplam 113 44

Ortalama 11,3 4.4 180-297 0,688 0,767 0,25 0,71

Cizelge 2.1. Zeytinde SSR primer kombinasyonlarindan elde edilen allel sayisi, bant

biiyiikliigii, gézlenen (Ho) ve beklenen (He) heterozigotluk durumu, tespit olasiligi

(TO) ve polimorfik bilgi igerigi (PBI ) degerleri

Zeytinde 10 SSR primer ¢ifti kullanilarak genotipler arasindaki genetik farklilik

belirlenmistir. SSR analizi sonucunda toplam allel sayis1 113, spesifik allel sayis1 44

adet ve bant biiylikligii ise ortalama 180-297 b¢ arasinda belirlenmistir. Lokus

basina allel sayist 7-15 arasinda, ortalama 11,3 olarak belirlenmistir. Ayrica, cogu

primer ¢ifti icin beklenen heterozigotlugun (He) gozlenen heterozigotluktan (Ho)

daha yiiksek oldugu tespit edilmistir. DCA16 ve GAPU101 primerlerinde beklenen

heterezigotluk (He) gozlenen heterozigotluktan (Ho) daha diisiik goriilmiistiir. En
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fazla allel sayist DCA16 (15 adet) ve UDO99-011 (14 adet), en yiiksek beklenen
heterozigotluk UD099-011 (0,86) ve UDQO99-012 (0,86) primer ciftlerinden,
gozlenen heterozigotluk degeri ise DCA16 (0,859) primerinde tespit edilmistir.
Polimorfik bilgi igerigi (PBI) 0,515 ve 0,83 arasinda degisim gdstermistir. En diisiik
PBI degeri (0,515) UDO24 primer ciftinde, en yiiksek (0,83) ise UD099-008 ve
UDQO99-012 primer ¢iftlerinden elde edilmistir. En diisiik tespit olasiligi (0,07) ile
GAPU101 ve UDO099-012, en yiksek (0,811) GAPUS9 primer c¢iftinde
belirlenmistir.Spesifik allel sayisi ile toplam allel sayis1 arasindaki orantiya gore
tespit olasilig1r degismektedir. Tespit olasiligi(TO) GAPUS9 primer ¢iftinin toplam
allel sayis1 7 , spesifik allel sayis1 da 3 oldugu i¢in 0,811 ile en yiiksek deger
¢ikmaktadir:

Dice benzerlik degeri kullanilarak g¢esit ve genotiplerin birbirleri ile olan iligkilerini
aciga ¢ikarmak i¢in gruplandirma analizi UPGMA metodu kullanilarak NTSYS-pc
programi ile yapilmistir. Elde edilen gruplandirmanin benzerlik degerleri 0.58-0.88
arasinda degismistir. Zeytin genotipleri arasinda yapilan grup analizinde iki ana grup
ortaya ¢ikmistir. Ilk ana grup kendi iginde 4 alt gruptan meydana gelmistir. Ilk grupta
Gemlik, Domat ve Kalamata, ikinci grupta Ayvalik ve Bodur Arbequine, {igiincii
grupta Cekiste ve dordiincii grupta Sar1 ulak yer almustir. ikinci ana grup 2 alt gruba
ayrilmugtir. Tlk alt grupta Yamalak saris1 ve Manzila, ikinci alt grupta Memecik yer
almistir. Gemlik ve Domat ¢esitlerini birbirlerinden ayirt edecek polimorfizmler
iretilememis ve bu iki ¢esit bir arada gruplanmistir. Cekiste, Sar1 ulak, Memecik
cesitleri tek basma bir alt grup olusturmustur. Calismada Gemlik-Domat ve
Kalamata, Ayvalik ve Bodur arbequine, Yamalak saris1 ve Manzila arasinda yakin

korelasyon oldugu gozlemlenmistir.( Sekil 2.1.)
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|Grr~_.

Kalamata

Bodur
arbaquene

Memacik

Confficint

Sekil 2.1. SSR primer c¢iftleri ile zeytin genotip/¢esitlerinin UPGMA metodu ile

gruplandirilmasi

Zeytinde genotipler i¢in benzerlik matriksi Dice coefficient metodu kullanilarak
NTSYS-pc programi yardimiyla hesaplanmistir. Tim genotipler kullanilarak

hesaplanan Dice coefficient degerleri Cizelge 2.2. te verilmistir.

Bulunan benzerlik katsayilar1 0.58-0.88 arasinda degisim gostermistir. Elde edilen en
diisiik degerler Sar1 ulak ve Memecik ile Manzila ve Bodur arbequine arasinda 0.58
olarak belirlenmistir. Domat ve Gemlik arasindaki benzerlik katsayist 0.88 olarak en
yiiksek benzerlik degeri olarak tespit edilmistir. Manzila ve Yamalak sarisi
arasindaki benzerlik katsayis1 0.86, Gemlik ve Kalamata arasinda 0.84 olarak
belirlenmistir. Benzerlik katsayilart 0.58 olan 2 adet, 0.62-0.68 arasinda degisen 16
adet, 0.70-0.76 arasinda 17 adet, 0.80-0.88 arasinda 10 adet 6rnek bulunmustur. En
yiiksek sayida benzerlik katsayisina 0.70-0.76 degerleri arasinda ulasilmistir.
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Ge |Kala [Sann | Yam | Manz | Meme | Ayva | Dom | Bodur | Ce
mlik | mata | ulak | alak | ila cik hik at arbequ | kist
saris ine e
1
Gemlik 1,00
Kalamata | 0,84 | 1,00
Sariulak | 0,80 | 0,76 | 1,00
Yamalak | 0,64 | 0,76 | 0,64 |1,00
sarisi
Manzila |0,62 | 0,70 | 0,66 | 0,86 | 1,00
Memecik | 0,66 | 0,66 |0,58 |0,74 |0,76 | 1,00
Ayvabk |0,70 (0,70 |0,62 [0,70 |0,68 |O0,76 1,00
Domat 0,88 10,84 [ 0,68 |068 |[0,70 |O0,66 0,82 | 1,00
Bodur 0,80 | 0,72 (0,72 | 0,64 | 0,58 |0,66 0,82 10,80 | 1,00
arbequin
e
Cekiste 0,72 /0,80 |[0,72 0,72 0,66 |0,62 0,62 |0,72 | 0,76 1,0
0

Cizelge 2.2. Zeytin genotipleri arasinda Dice coefficient metoduna gore hesaplanan

benzerlik degerleri
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5. TARTISMA VE SONUCLAR

Degisen ¢evre kosullarina karsin hizla biiyiimekte olan diinya niifusunun beslenmesi
sorunu, kiiresel 1sinma ve iklim degisikligi seklinde kendini gdsteren kiiresel
sorunlar, bitki genetik kaynaklarinin 6énemini ve degerini ortaya koymaktadir. Artan
diinya niifusunun gida gereksinimi giinlimiize dek bir 6l¢iide girdi kullanimi ve
yiiksek verimli gesitler gelistirmek yolu ile karsilanmaktadir (Rao ve Hodgkin, 2002;
Giile¢ vd., 2010). Gegtigimiz ylizyilin ikinci yarisi ¢evre sorunlarinin sinir asan
niteliginin tim diinyada belirgin bir sekilde hissedilmesine paralel olarak, uluslar
aras1 diizeyde ¢ozlimlerin gelistirilmesine yonelik caligmalarin da yogunlastig1 bir

donemdir.

Genetik kaynaklar, canlilarin gelisimini yonlendiren genleri igerir. Bu genlerin farkli
kombinasyonlar1 simdiye kadar yapilmis, gelecekte yapilacak bitki ve meyve 1slahi
calismalar1 icin son derece Onemli olan genetik c¢esitliligin  kaynagini

olusturmaktadir.

Sistematikeiler bitkilerde yapilan calismalarda daha dogru sonuglar elde etmek
amactyla molekiiler belirtecler kullanmaktadir. Bu yolla tiirler, cinsler ve familyalar
aras1 genetik farkliliklarin diizeyi daha etkin olarak belirlenmektedir. Ana-baba
tarafindan katilan karakterlerle mitokondri ve kloroplast gibi genellikle sadece
anadan gecen karakterlerin taksonomi c¢alismalarinda, kombinasyon halinde
kullanim1, muhtemel hibrit tiirlerin ortaya ¢ikarilabilmesi i¢in daha etkili bir yontem
olmaktadir. Ayrica molekiiler belirtegler biiyiik yatirnmlar yaparak cesit gelistiren
firma veya 1slah¢i haklarinin korunmasinda da etkin olarak kullanilabilmektedir

(Caliskan, 2005).

Temelde, iki farklt DNA belirte¢ teknigi mevcuttur. Birincisi DNA hibridizasyonuna
dayali RFLP; digeri ise PCR’ye dayali SSR, RAPD, AFLP ve SRAP teknikleridir.
Yeni yayginlagsmaya baslayan ve saglik bilimlerindeki arastirmalarin onciiliik ettigi
SNP, DNA zincirindeki tek niikleotid farkliligini kullanmaktadir (Giilsen ve Mutlu,
2005; Vardar-Kanlitepe vd., 2010).
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Gelismis canlilarda heniiz gorevleri bilinmeyen, ancak diizenleyici rollere sahip
oldugu diisiiniilen rastgele tekrarlanan DNA boélgeleri vardir. Tekrarlanan DNA’larin
sagindaki ve solundaki zincirler o dizine 6zgiidiir, yani spesifiktir. Bu dizinler SSR
primerlerini dizayn etmek ic¢in kullanilarak belli bir lokus PCR’le klonlanip
cogaltilir. PCR iiriinleri ise jeller iizerinde biiyiikliiklerine gore ayrildiktan sonra
floresan, glimiis nitrat veya etidium bromid yontemlerinden birisi ile tespit edilir.
Polimorfizm, kaynagini tekrar sayidan alir ve ayn1 sayidaki tekrarlar: temsil eden her
bant, farkli bir allele isaret eder. Tekrar sayisindaki farkliliklarin kaynagi ise DNA
replikasyonu sirasindaki kaymalardir (slippage). SSR belirtecleri genetik haritalama,
genetik ¢esitliligin belirlenmesinde kullanilmaktadir (Giilsen ve Mutlu, 2005).

Farkli meyve tiirleri iizerinde daha once yapilan molekiiler ¢alismalarda RAPD,
AFLP, SRAP, ISSR ve SSR markoérlerinin tiirlere ait c¢esit ve genotipleri
birbirlerinden ayirmada ve genetik ¢esitliligi belirlemede yiiksek tekrarlanabilirlik ve
multipleks oran1 nedeniyle basarili bir sekilde kullanildig: tespit edilmistir (Ercisli,
2007; Zamani, 2007; Kafkas, 2008; Yilmaz, 2010; Gulen, 2010; Pinar, 2013).

Bitki tiirlerinde genetik g¢esitlilik ve akrabalik iliskilerinin belirlenmesinde
mikrosatelitler 6zel bir yere ve dneme sahiptir. Her tiir i¢in gelistirilen mikrosatelitler
tiir i¢i genetik ¢esitlilik ve akrabalig1 daha objektif bir sekilde tespit edebilmektedir.
Ayrica bir tiir i¢in gelistirilen mikrosatelitler yakin akraba tiirler i¢cin de transfer

edilebilir veya kullanilabilir 6zelliktedir.

Yapilan bir c¢alismada zeytinde GA/CT’ce zenginlestirilmis kiitiiphaneler
kullanilarak, gercek anlamda ilk SSR lokuslar1 tespit edilmistir. 20 SSR lokusunun
tespit edildigi calismada, arastiricilar 20 zeytin genotipinde bunlari kullandiklarinda
toplam 57 adet allele ulasirlarken, 10 lokusda polimorfizm yakalamislardir (Carriero
ve ark., 2002). Frontoio’nun genomik kiitiiphanelerinde AC/GT ve AG/CT zengin
tekrarlarin oldugu 52 SSR primeri 60 klon iizerinde g¢alisilmis ve ayn1 zamanda
parmak izi teknigi uygulanmstir (Cipriani ve ark., 2002). Kuzey Italya bolgesinde
yetistirilen bazi zeytin cesitlerinin morfolojik ve genetik karakterizasyonunu yapan
Rotondi ve ark. (2003), SSR ve AFLP markor verileri ile morfolojik verilerin
benzerlik gosterdigini, morfolojik ayrimlarla tanimlanamayan sinonim ve

homonimlerin DNA markorleri araciligi ile ayirt edilebildiklerini  ortaya
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koymuslardir (Belaj ve ark., 2003). Portekiz’den 30 genotip ve Akdeniz iilkelerinden
8 genotipin genetik farkliligini belirlemek amaciyla ISSR, SSR, AFLP teknikleri
kullanilmis, bant goriintiileri ve allel degerleri UPGMA istatistik programina gore
analiz edilmis ve dendogram ¢izilmistir. 38 genotip birbirinden ayirt edilmistir
(Gemas ve ark. , 2004). DNA parmak izine dayali SSR ¢alismasinda; Sicilya’nin 7
bolgesinden toplanan 30 zeytin genotipi GAPU, UDO, DCA serisine ait 12 floresan
isaretli primerler kullanilip otomatik kapiller sekans sistemi ile par¢a uzunluklari
standart gesitlere gore saptanmistir. Elde edilen verilere gore 2 genotip sinonim
olarak belirlenmistir (La Mantia, 2005). Olea europaea L. ¢esitlerinde genetik iligkiyi
incelemek icin toplam 11 polimorfik mikrosatellit isaretleyicilerin kullanildig:
calismada, lokus basina allel sayis1 6 ila 21 arasinda degismis ve ortalama 11 allel
tespit edilmis ve her belirtegle genotipler arasinda yiiksek genetik c¢esitlilik
gozlenmistir. 3 mikrosatellit belirtecin 20 zeytin ¢esidini ayirt etmek igin yeterli
oldugu sonucuna varilmis ve toplam 129 tekrarlanabilir bant iiretilerek cesitler 9
gruba kiimelenmistir. Homonimler ve ayni katilimlarin arasindaki allel farkliliklari
tespit edilmistir (Abdessemed S. et al. ,2015). Sicilya zeytin genotiplerinin genetik
farkliliklarint belirmek i¢cin DNA parmak izine dayali SSR c¢alismasinda; GAPU,
UDO, DCA serisine ait 12 floresan isaretli primerler kullanilip otomatik kapiller
sekans sistemi ile par¢ca uzunluklar1 standart cesitlere gore saptanmistir. Elde edilen

verilere gore 2 genotip sinonim olarak belirlenmistir (La Mantia , 2005).

Mevcut olan bu calismada da zeytin genotiplerinin akrabalik iligkilerini belirlemek
amaci ile SSR molekiiler markor teknigi kullanilmis olup, 10 zeytin genotipinin
molekiiler karakterizasyonu yapilmis, genotipler arasindaki genetik iligki ortaya
konulmustur. Molekiiler incelemeye aliman 10 zeytin genotiplerinin birbirleri

icerisinde benzerlikleri olmasiyla birlikte farkliliklar1 da ortaya ¢ikmistir.

Caligmada toplam allel sayis1 113, spesifik allel sayis1 44 adet ve bant biiylikligii ise
ortalama 180-297 bg arasinda belirlenmistir. Lokus basina allel sayis1 7-15 arasinda,
ortalama 11,3 olarak belirlenmistir. Ayrica, ¢ogu primer ¢ifti i¢in beklenen
heterozigotlugun (He) gozlenen heterozigotluktan (Ho) daha yiiksek oldugu tespit
edilmistir. Benzerlik dendrogrami incelendiginde calismada kullanilan gesitlerin en
az % 70 oraninda benzerlik gosterdigi belirlenmistir. Zeytin ¢esitleri arasinda yapilan

analizde iki ana grup ortaya c¢ikmistir. ilk ana grup kendi icinde 3 alt gruptan
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meydana gelmistir. ilk grupta Gemlik, Domat ve Kalamata, ikinci grupta Ayvalik,
Bodur arbequine ve Cekiste, iigiincii grupta ise Sar1 ulak yer almstir. Ikinci ana grup
2 alt gruba ayrilmustir. ilk alt grupta Yamalak saris1 ve Manzila bulunurken, ikinci alt
grupta Memecik yer almistir. Gemlik ve Domat ¢esitlerini birbirlerinden ayirt edecek
polimorfizmler iiretilememis ve bu iki ¢esit bir arada gruplanmistir. Cekiste, Sari
ulak ve Memecik cesitleri tek basina bir alt grup olusturmustur. Calismada Ayvalik
ve Bodur arbequine, Yamalak saris1 ve Manzila arasinda yakin korelasyon oldugu

gozlemlenmistir.

Elde edilen sonuclara gore zeytin genotiplerinin tanimlama ve siiflandirmalarinin
yapilabilmesi i¢cin SSR markorlerinin kullanigli oldugu sonucuna varilmistir. Bu
calismadan elde edilen sonuglar, zeytin genotiplerinin yayilma alanlarinin
belirlenmesinde, genetik koleksiyonlarin karsilastirilmasinda, zeytin genotiplerinin
karakterizasyonunda ve gelecekte yapilacak i1slah programlarinda ebeveyn se¢iminde

kullanilabilme 6zelligine sahiptir.

Son yillarda PCR’a dayali yeni markor sistemlerinin gelistirilmesi pek ¢ok bitki
tirinde oldugu gibi zeytin meyvesinde de yapilacak olan molekiiler 1slah
calismalarinda stratejik rol oynayacaktir. Teknolojinin gelismesi ile analiz basina
harcanan emek ve maliyet azalacaktir. Bunun sonucu olarak 1slah siireci kisalarak

calisilan meyvelere ait daha kesin ve detayl bilgiler elde edilecektir.
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