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OZET

BAZI ZEYTIiN KLONLARINDA RAPD MARKERLERi KULLANILARAK
GENETIK ILISKININ BELIRLENMESI

Rahsan ILIKCI
Balikesir Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii Biyoloji Anabilim Dal
(Yiiksek Lisans Tezi / Tez Damsmam: Yard. Do¢. Dr. Feray KOCKAR
Balikesir, 2003

Zeytin agac1 (Olea europaea 1.) temelde Akdeniz bolgesinde bulunan kiiltiire
alinmug bir bitkidir. Edremit, zeyincilik ve zeytinyagi uretimi agsindan Turkiye’de en
onemli bolgelerden birisidir. Bolgede sayisiz  kiltire alinmig  zeytin - klonlan
bulunmakta ve  bunlann  biyik  ¢ofunlufunun  morfolojik  olarak  ayirtm
yapilamamaktadir. Bu yizden, molekiler markerlann kullannm ozellikle zeytin
klonlarinin ayirt edilmesi ve genetik iligkilerinin belirlenmesi agisindan gereklidir.

Bu c¢ahgmada, Edremit Zeytincilik Fidan Uretme Merkezinden elde edilen zeytin
klonlan arasindaki genetik ilski RAPD-PCR teknigi kullanilarak incelenmisti.  RAPD
markerleri bitki tiurlen ve diger organizmalar arasindaki genetik iligkiyi belirlemede
kullanilan bir teknikdir. = Fakat bitkilerden yiiksek saflikda DNA izolasyonu, farkli
bitkilerin yiiksek diizeyde polisakkarit ve polifenolik bilesikler igerdikleri igin zordur.
Bu yiizden, farkh yontemler kullamlarak RAPD-PCR igin uygun olabilecek modifiye
DNA izolayon yontemi gelistirildi. En iyt reaksiyon kosullarim belirlemek amaciyla
RAPD-PCR reaksiyonlann optimize edildi. Farkli zeytin klonlariin modifiye prosediirle
elde edilen DNA’lart ve 9 farkli 10 bazlik primer kullanilarak RAPD-PCR reaksiyonlan
gergeklestirildi.  Jel elektroforezi sonucunda elde edilen amfiliye edilen bantlar arasinda
var ve yok olan bantlar degerlendirildi.  Zeytin klonlant arasinda genetik iliskinin
belirlenmesi i¢inde ayrica Pairwise Distance analiz de yapildi ve UPGMA algoritmasi
kullanilarak bir fenogram olugturuldu.

ANAHTAR SOZCUKLER: Olea europaea, Tiirkiye, Zeytin, RAPD, genetik gesitlilik.



ABSTRACT

DETERMINATION OF GENETIC DIVERSITY FROM SOME OLIVE
CULTIVAR USING RAPD MARKERS

Rahgan ILIKCI
Balikesir University, Institute of Science, Department of Biology
(MSec. Thesis / Supervisor: Dr. Feray Kockar)
Balikesir- Turkey, 2003

Olive tree (Olea europaea L.) is a cultivated plant mainly localized in Mediterranean
region. Edremit is one of the most important regions in Turkey for the production of olive and
oil olive oils. There are numerous cultivars in the region, which most of them cannot be
identified by phenotypic markers. Therefore, the use of the molecular markers is required for
identification and genetic relationship for the olive clones.

In this study, genetic relationships of six olive clones obtained from Edremit Olive
Germplasm Center were investigated using RAPD markers. Random Amplified Polymorphic
DNA (RAPD)-PCR is a technique that can distinguish the genetic relationship amongst plant
species and other organisms. However, isolation of high quality DNA from plant is difficult
due to high level of polysaccharides and other substances that can interfere particularly
RAPD-PCR reactions. Therefore, the genomic DNA suitable for RAPD-PCR reaction was
optimized using different methods. The RAPD-PCR reaction parameters were optimized in
order to obtain the best reaction conditions. The genomic DNA of different olive clones
obtained from a modified procedure were subjected to RAPD PCR reaction using nine 10-mer
primers. The absence and presence of the bands have been determined amongst the amplified
patterns obtained from agarose gel electrophoresis. Pairwise Distance analysis have been also
performed in order to evaluate the genetic relationship between olive clones and fenogram has
been obtained using UPGMA algorithms.

KEY WORDS: Olea Europaea, Turkey, Olive, RAPD, genetic diversity.
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1 GIRIS

1.1 Zeytin

Zeytin, diinyanin en saghkli ve dogal bitkisel yag kaynaklarindan biri olmasi
nedeniyle 6nemli bir agagtir. Zeytinin tarihi giinimiizden yaklagik 9000 yil 6ncesine
dayanmaktadir. Tarihi siire¢ esnasinda kaginilmaz olarak pek gok uygarlik yaztlan
ve kutsal kitaplarda yerini almigtir. Bu kapsamda, beyaz bir giivercinin Nuh’un
gemisine tufan sonrast canlilik belirtisi olarak, agzinda zeytin dali ile doénmesi

nedeniyle zeytin dali yizyillardir banigin simgesi olarak goze ¢arpmaktadir.

Zeytin, Oleaceae familyasimin Olege cinsinin Olea europeae L. turu
icerisinde ele alinmaktadir. Bu agacin anavatam, Guneydogu Anadolu Bolgesini de
icine alan Yukann Mezopotamya ve Giiney On Asya’dir.  Yayiigt iki koldan
olmugtur: (1) Misir Gizerinden Tunus ve Fas’a (2) Anadolu boyunca Ege Adalar,
Yunanistan, Italya ve Ispanya’dir. Akdeniz iklim kosullari, zeytin igin ideal sartlari
olusturmaktadir. Bu nedenle Akdeniz bitkisi olarak ta isimlendirilmektedir [1].

Zeytin agaci, yapraklanm dokmeyen, 5 yasindan dnce meyve vermeyen, 6-10
yaslann arasinda ekonomik degeri olan uriin vermeye baslayan bir bitkidir. Tam
olgunluga yaklagtk 80-100 yaslarinda erigmekte ve ¢apalama, giibreleme, budama,
Zaralilarla miicadele gibi yogun kiiltirel bakim istemektedir. Zeytin, 150-200 yil
meyve lretebilen uzun oOmurli bir bitkidir.  Agactaki vejetatif ve generatif
faaliyetlerin azalmast ve sonugta Griiniin ekonomik agidan distigii devreye gerileme

donemi denilmektedir [2].

Zeytin tanesi, tag ¢ekirdekli, etli bir meyve olup, sekli oval, rengi ise siyaha
calar yesildir. Hasat edildiginde kullamlma olanagi yoktur; fakat sonrasinda
salamura yapilarak sofralik zeytin olarak tiiketilebildigi gibi yagimn gikarilmasiyla
da zeytinyag: elde edilmektedir. Yag gikanlacak zeytinler ocak ayinda siyahlastig

zaman toplanir ve gekirdegi parcalamayacak kadar sikilarak yag elde edilir.



Zeytin yapraginin tibbi agidan tansiyon diigiiriicii olarak énemi vardir. Zeytin
zamki koku yapiminda, odunu kaplamacilikta, zeytini sabun iretiminde, kiispesi

giibre olarak degerlendirilmektedir.

Zeytin agaci meyvesi, gida maddesi olarak beslenmede onemli bir yer tutar.
Hem sofrabk hem de yag uretiminde kullamlmasi, onu vazgegilmezler listesine
eklememize olanak tanir. Akdeniz tilkelerinde de milyonlarca insana ge¢im kaynagi

olmasiyla da ayr: bir kapsamda degerlendirmemizi saglar.
1.1.1 Zeytinciligin Diinya ve Tiirkiye Ekonomisindeki Yeri

Zeytincilik, hem tanmdaki mevcut konumundan hem de alternatifli
degerlendirilebilirlifi nedeniyle sanayiye hammadde katkisindan dolayr zeytin tarim
yapilabilen {Ulkelerin ekonomilerinde &nemli bir yer tutmaktadir. Zeytin
yetistiriciliginin ekonomik ve sosyal Onemi nedeni ile zeytinyag: iizerinde milletler
arast bir miidahale anlagmasi yapilmasi saglanmug ve 1959 yilinda Uluslararasi
Zeytinyagr Konseyi (10OC) kurulmug; Tirkiye ise bu organizasyona 1963 yilinda
katdmustir [3]. Diinyada zeytin agaci varligiin ve zeytin diretiminin % 97’si
Akdeniz bolgesindedir (Sekil 1.1). Zeytin ureticisi iilkelerin 1998 yili zeytin ve
zeytin yag: iretimine ait degerler Cizelge 1’de verilmektedir. Bu veriler
incelendiginde, diinya zeytinyaBi piyasasinin Italya’mn, sofralik zeytinin ise Ispanya
ve Yunanistan’in elinde oldugu gorilmektedir. Turkiye toplam zeytin iretiminin %
74’Unii yaghga, % 26’sim sofralik zeytine ayirmaktadir. Genellikle Tiirkiye, zeytin
aga¢ varhifi, alam, zeytinyaf ve sofralik zeytin iretiminde Ispanya, Italya ve

Yunanistan ile birlikte ilk dort sirayt paylasmaktadir [1]
1.1.2 Bahikesir ilinde Zeytin Alanlarinm Yayihis:

Zeytin agaci, Akdeniz iklimini karakterize eden bir bitki olduguna gore
dinyada zeytin agacimin dagilisi ile Akdeniz ikliminin goriilldiigi alanlar arasinda bir
orant: vardir. Tiurkiye de zeytin yetigen alanlarin dagiligina bakildiginda tlkemizin
kiyr kesimlerinde yoZunlastigim goérmek miimkindir, Ozellikle Akdeniz, Ege ve

Marmara Denizi kiyilannda yogun zeytin alanlart mevcuttur (Sekil 1.2). Marmara



bolgesinde zeytinin en fazla kapladiy: il Balikesir’dir. Balikesir ilinin 6nemli bir
kisim arazisi ve bu arazi lizerinde bulunan Ayvalik, Burhaniye, Edremit, Havran ve
Gomeg ilgeleri Ege Bolgesinde yer almaktadir. Marmara Bélgesinde mevcut zeytin
agaclanmin yanya yakim Balkesir ilinde bulunmaktadir. Bahkesir ilinin toplam
83,876 hektar olan dikili alanlanimin % 60’1 zeytin alanlanna aynlmig durumdadir.
Bu alan tzerinde ise 10,090,750 adet meyve veren yagta, 225,020 adet meyve

vermeyen yasta olmak tizere toplam 10,315,770 adet zeytin agaci bulunmaktadir [2].

Balikesir ilinde yer alan zeytin agaglan idari alan olarak 8 ilgeye dagilmig
durumdadir. Edremit ilgesi 3,000,000 adet zeytin agac: barindirmas: ile ilk siradadir.
Edremit ﬂgesi zeytin agaglarimn % 29°una sahiptir. Edremit ilgesini %19,8 oranla
Burhaniye; %12,2 oranla Gomeg; %8,9 oranla Erdek; %8,7 oranla Havran ilgesi;
%2,8 oranla Bandirma ilgesi takip etmektedir [2].

Sekil 1.1 Dinya’da zeytin alaxﬂax;unn dagihsi [2].
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Cizelge 1.1 Diinya zeytin iiretim alani, zeytin ve zeytinyag: tiretimi (1998 yih) [1]

Ulke | Uretim Alani Uretim Miktan ~ Zeytinyag: Uretimi
Ha % Ton % Ton %
Ispanya 2.100.000 27,8  3.564.400 28,4 718.100 313
funus 1.200.000 159  1.000.000 8,0 170000 74
Italya 1.139.684 151 2232000 17,8 450.000 19,6
Yunanistan 728.735 9,7  1.879.430 15,0 430.000 1838
TURKIYE 567.000 7,5 1.300.000 10,4 190.000 8,3
Suriye 465.000 6,2 763.186 6,1 110000 48
Fas 420000 5.6 450.000 3,6 70000 3.1
Portekiz 320000 4,2 287.000 23 40.000 17
Cezayir 160.000 2,1 124.060 1,0 46.000 2,0
Urdiin 70.824 0,9 75.000 0,6 14100 0,6
Bat1 Seria 70.000 0,9 130.000 1,0 12.904 0,6
Libya 56.000 0,7 58.000 0,5 10400 0,5
Liibnan 48.000 0,6 98.000 0,8 6.500 0,3
Ammavutluk 45.000 0,6 40.000 0,3 2500 0,1
Aljanﬁn 27.703 04 91.940 07 11500 05
Maisir 25.000 03 200.000 1,6 0,0
Hirvatistan 20000 03 10.405 0,1 1572 0,1
Fransa 14000 0,2 13.500 0,1 2.000 0,1
Israil 13.000 0,2 18.700 0,1 23 00
ABD. 13.000 0,2 86.180 0,7 490 00
DUNYA 7.543.992 100 12.534.563 100  2.292.037 100




1.2 Molekiiler Sistematik

Mendel prensipleri, yillardir hem basit hem de kompleks szelliklerin analizi
ve populasyonlarda genetik varyasyonun analizinde basariyla uygulanmaktadir. Son
zamanlara kadar, uygulanan islemler ve genetik sistemlerinin karakterizasyonu
fenotipik karakterlere baghydi. Fenotipik analizde amaglanan, fenotiplerden elde
edilen genotipleri belirlemektir. Ancak bu analizin kalitesi diigiik penetrans gibi
faktorlerle dugebilir. Bireylerin degisken ¢evre kosullarinda buiunmaSI genotipin
fenotipte ortaya ¢ikma oramni degistirecektir. Bu siregteki en Onemli adimlardan
biri, farkli biyokimyasal ve molekiiler markerlerin kullaniimasidir [4]. Son yillarda,
bu problemler, farki DNA tabanli marker sistemlerinin gelistirilmesiyle en aza
indirgenerek dogrudan genotiplerin belirlenebilmesi miimkiin hale gelmig ve boylece

molekiiler sistematik denilen bilim dalinin ortaya ¢ikmasi tetiklenmistir
1.2.1 Genetik Markerler

Calisilan populasyonda polimorfik olan 6zellik ya da karakterler genetik
markerler olarak bilinir. Polimorfizm ise bir lokusta belirlenebilen kalitsal varyasyon
olarak tammlamr. Genetik marker, bir polimorﬁk marker olmalidir; fakat bir
polimorfik marker ¢evresel faktorler nedeniyle her zaman genetik marker
olmayabilir. Bu nedenle, genetik bir markerin kabul edilmesindeki kriter; marker
lokusu, bir test populasyonundaki bireyler arasindaki deneysel olarak belirlenebilen
varyasyonu gostermeli ve bu o6zellik dollerde uretilebilir olmalidir.  Bu varyasyon
belirlenir ve test populasyonundaki biitin bireylerin genotipleri bulunur. Genetik
markerler kullanilarak yapilan genom analizi, ¢ok 1iyi yapilandirilnug genetik
modellere dayandinlmalidir. Eger bir markerin genetidi yeterince agik degilse, o
zaman analiz yanlig olabilirr  Bununla birlikte, markerle iligkilenen analizler,
tekrarlanabilir olmalidir. Farkh marker tipleri, farkli polimorfizmleri tanimlayabilir.
Bir markerin genetik yorumu, genomun dizisinin komplekslifine ve markerle

belirlenen varyasyonun ¢esidine son derece baglilik gostermektedir [5].



Genom analizlerinde genel olarak dort tip marker sistemi kullamilmaktadir:
(1) Morfolojik markerler, (2) Protein-tabanlt markerler, (3) Sitogenetik markerler (4)
DNA-tabanh markerler.

Baslangicta, Mendel ve Morgan gibi genetikgiler, morfolojik markerler
kullandilar. Allozim, izozim markerleri, 1960 ve 1970'li yillarda rekombinant DNA
teknolojisi oncesinde oldukga popillerdi.  izozim markerleri, bilinen enzim
aktiviteleriyle ilgili markerler dﬁsﬁnﬁldugﬁnde bir genin farkli allelleri ile iliskilidir.
Rekombinant DNA  teknolojisi'sinin  1980'lerde gelismesi ile RFLP (restriksiyon
par¢a uzunluk polimorfizmi) marker yontemu kegfedildi. 1980'lerin ortalarinda
DNA marker teknolojisi PCR teknolojisinin geligtirilmesi ile baglantih olarak geligti.
Bugiin kullamlan DNA markerlerinin ¢ogu PCR tabanl markerlerdir. Bugiin pek
¢ok organizmada tur igi iligkilerin belirlenmesi, zirai amagli islah caligmalan,
genotiplerin belirlenmesi gibi ¢aligmalarda yaygm bir sekilde kullamlmaktir (Sekil
1.3).

DNA tabanli markerleri belirlemede en biyiikk adimlardan biri, 1980 yilinda,
DNA molekiilinde restriksiyon fragment uzunluk polimorfizm (RFLP) bolgeleri
ortaya c¢ikarilmasidir [6].  Prensipte, morfolojik markerler ve izozimler DNA
markerleri kadar kullamshdir; fakat pratikte DNA markerleri digerleri ile
karsilastinldiginda ¢ok sayidadir.

DNA markerlerinden elde edilen bilgi adli tipta, ebeveyn testi, genetik
hastaliklardan sorumlu genlerin belirlenmesi, organizmalar arasindaki evolusyonel
iligkilerin ~ belirlenmesi  gibi ¢esitli amaglar dogrultusunda yaygin  olarak
kullamlmaktadir. DNA markerlerinin en yaygin kullanm alami, basit ya da
kompleks ozellikleri etkileyen kromozom gen lokalizasyonunu belirlemek igin
kullamlan gen haritalarinin  belirlenmesini olusturmaktadir [7,8]. Bu agdan
bakildiginda, DNA markerleri, 1900erin bagindan beri kullamlan genetik
markerlerden temelde farklilik gostermese de, ¢ok sayida bulunmalan yoniinde

farkhilik g6stermektedirler.



Molekiiler biyolojinin gelismesiyle zirai bitkileri de igeren yiiksek yapih
organizmalarin hizli ve detayh genetik analizleri igin uygun araglar giindeme
gelmistir. Bitki yetistiricileri, farkli kosullar altinda ve farkli tiirlerde yetistirme
programlanim gelistirmek igin ¢oziimler bulmaktadirlar [9,10]. Ilgilenilen genlerin
markerlerinin elde edilmesiyle, genler arasindaki rekombinasyon belirlenir.  Zirai
bitkiler, bityitk genoma sahiptirler. Bunlarin ¢ok kiigiik fraksiyonlan iki birey
arasinda farkli olsa bile, ¢ok sayida DNA markerinin olmasi bunu ¢dziimler. Kontrol
caprazlamas: sonucunda Uretilen deneysel bir populasyon igin; allel sayisi ve

allellerin populasyondaki siklig1 belirlenir.

1.2.1.1 Morfolojik Markerler

Baslangicta, haritalama ¢aligmalari, gekil, renk, biyiiklik ya da yiikseklik gibi
Mendel kalitiminda farkliik gosteren ozellikler iizerine odaklanmisti. Sonug olarak
morfolojik ozellikler, genlerle kontrol edilirler. Bu durumda morfolojik karakterler
(fenotipler), spesifik genler igin giivenilir gostergelerdir. Morfolojik markerler en
kolay elde edilebilen veriler olmasi nedeniyle yaygin bir sekilde kullanilmaktadr.
Bu sayede pek ¢ok hayvan ve bitki tiriniin ayirt edilmesindeki 6neme sahiptir.
Morfolojik markerler olarak tespit edilen varyasyonlarin kaynag genomda ortaya

¢ikan mutasyonlardir [5].

1.2.1.2 Sitogenetik Markerler

Kromozom diizeyde kargilagtirmali analiz, tiir i¢inde ya da ¢ok yakin akraba
turler arasinda genomun evrimsel sirecini ¢aligmak i¢in kullanilmaktadir.
Kromozom bant teknikleri ve kromozom spesifik boyama teknikleri
kromozomlardaki varyasyonun belirlenmesi igin biiyiikk bir mesafe elde edilmesini
saglamigtir. Mitotik kromozomlarda elde edilen bu bantlarin gogu, biiyiik tekrarh
dizilerle baglantihdir. Ornegin, kiiltiire alinan poliploid bugdayin genom orijini C-
bant teknigi kullaniarak ¢alisildi [11]. Bununla birlikte bant o6rneklerinin tir
icindeki markerlerdeki faydas: smurhidir giinkii bant varyasyonu disiiktiir.
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Sekil 1.3 Genetik Markerler eldesinde tarihsel geligim [5].
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1.2.1.3 Protein Markerler

Proteinler, genlerin ekspresyonu sonucu ortaya ¢ikan trinlerdir.  Genlerin
farklh allelleri, proteinlerde farkli amino asit kompozisyonu, biyiiklik ya da
modifikasyonlarla sonuglanabilir. Yiuk ya da biyuklukteki farkliiklar, jel

elektroforezi- ile kolaylikla belirlenebilirler ve genetik markerler olarak



kullanilabilirler.  Tamumlanabilir protein varyasyonunun c¢ofu, protein kodlayan
yapisal gende ya da regiilator dizideki allelik dizi varyasyonudur. Alternatif olarak
baz1 protein varyasyonlari ise translasyon sonrasi modifikasyonlar sonucunda ortaya
gikar ve genetik markerler olarak kullammlan kullamsh degildir.  Protein
markerlerinin en yaygin olarak kullanilan tipi, izozim markerleridic. Izozimler,
elektroforetik gogte farklilk gosteren enzimlerin alternatif formlandir, fakat aym
enzim aktivitesine sahiptirler.  Izozimlerin farkhi formlan, poliakrilamit jel
elektroforezi ile belirlenebilir [S]. DNA markerleri kegfedilmeden Once, izozimler
yaygin olarak musir, bugday, arpa ve diger pek ¢ok bitki tiirinde kullanilmaktaydi
[12] ve hala DNA markerleri ile kargilastirmali analizler olarak kullamlmaktadir.

1.2.1.4 DNA Markerleri

DNA markerti, bir tiir iginde dizi polimorfizmi gésteren tipik olarak kiigiik
DNA bolgesidir. DNA' nin kiigiik bir bolgesindeki varyasyonu belirlemek igin iki
yaklasim vardir [5].

(1) Polimorfik parga, niikleik asit hibridizasyonu ile belirlenebilir.
Hibridizasyonda, aymi ya da yakin akraba tiirden saflagtirilan aymi lokustaki baska bir
fragment kullamlarak yapilmaktadir. Onceden bilinen parga, ilgilenilen parga ile
homoloji gosteren DNA dizileri eslesir ve etiketlenir sonra komplementer baz giftleri
ile ilgilenilen parcanin belirlenmesi igin bir prob gibi kullaniir Bu yéntem RFLP
(Restriksiyon par¢a uzunluk polimorfizimi) markerlerinin temelini olugturmaktadir.
Bu yontemde, DNA polimorfizmin belirlenmesinde hibridizasyon yaninda jel

elektroforezide kullanilmaktadir.

(2) Bu amagla Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) [13,14] kullamlarak
polimorfik diziler belirlenebilir. Bu yontem, hedef DNA pargasim ¢ogaltmak igin
DNA dizisi bilinen iki primer kullanilir (Sekil.1.4). 1lk defa 1986 yiinda kesfedilen
bu yontem, hem DNA hem de RNA analizinde kullanilan yeni tekniklerin hizh bir
sekilde gelismesini saglamistir [15]. Son yillarda PCR, molekiiler biyolojide riitin
olarak kullanilan en 6nemli teknik haline gelmisti. PCR tabanh yontemlerin en
biiyitk avantajlari, hizh, ucuz ve az miktarda DNA gerektirmesidic. PCR, ya
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dominant ya da kodominant veriler verir. Mikrosatellitler, STS (Dizi etiketli
bolgeler), EST (Ekspre edilen dizi etiketleri) vb. yontemler dizi spesifik PCR'a
dayandirilmis genetik markerler yaygin olarak kullanilmaktadir. Tesadtfi segilmig
primerler, aym zamanda tesadifi polimorfik DNA ¢ogaltmak i¢in kullanilmaktadir.
RAPD (Rastgele g¢ogaltilmig polimorfik DNA) ve AFLP (Cogaltilmg fragment
uzunluk polimorfizmi), bu tip markerlere 6rnek teskil etmektedir [5].

1.2.1.5 RFLP Markerleri

DNA temelli marker sistemlerinin kullandmasi, ik defa 1970’li yillarin
ortalarmda RFLP marker sistemlerinin gelismesiyle miimkiin oldu [16]. RFLP
markerleri, genetigi ¢aligilan organizmalarin  tiimiinde genetik  analizlerde
kullanilmaktadir. Allelik DNA dizileri arasindaki farkhliktan dogan RFLP, Southern
blot hibridizasyonlarinda  restriksiyon  endoniikleazlarin  kesimiyle ortaya
¢ikmaktadir.  Ciinkii RFLP markerlerinin ¢ogu kodominanttir  (heterozigotlar,
homozigotlardan ayirdedilebilirler). RFLP, verilen bir lokusta tim genetik bilgiyi
verir. Onlar tipik olarak nétraldirler ve ¢ogu genomda en azindan daha Gnce
kullanilan izozim markerleriyle karsilastirildiginda olduk¢a cokturlar. Bu marker
sistemlerinin dezavantajlari arasinda, klonlanan ya da izole edilen DNA dizilerinin

isaretlenmesine yonelik ¢aligmalarda kullanimi olduk¢a zahmetlidir [4].

1.2.1.6 Mini ve Mikrosatellit DNA Markerleri

“Minisatellitler, uzunluklari genomda 9-100 bp arasinda degisen ayni
zamanda VNTR olarak da bilinen kisa-tekrarli dizilerdir. Tekrarlarm sayisi her
bireyde farkiihik gosterir. VNITR (Degisken ardisik dizi tekrarlary), ya hibridizasyon
ya da PCR yontemleri kullanilarak belirlenebilirler.

Mikrosatellitler, biiyiikliikleri 1-6 bp arasinda degisen tandem tekrarli DNA
dizileridir. Mikrosatellit, SSR (Basit dizi tekrary) olarak da isimlendirilmektedir.
Mikrosatellitler icin tekrarlarin sayisi genellikle 100'den azdir. Mikrosatellit
varyasyonu, tekrarlarin sayisindaki farkhiliklara baghdir. Varyasyon, tekrarlanan

dizilerini ¢ogaltmak ve jel iizerinde goriintiilemek suretiyle belirlenebilir.
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Mikrosatellitler, pek ¢ok bitki ve hayvanda yiiksek varyasyon gosterir. Bu
dizilerin en yaygin formlan di-nikleotid tekrarlandir.  Mikrosatellitlerin aym
zamanda tri- ve tetra-niikleotid tekrarlari da bulunmaktadir. Farkh bitki ve hayvan
turleri,  genomlarinda  mikrosatellit =~ varyasyonunun  farkli  dagilmlarnim
gostermektedir. Bu Ozellikleri sebebiyle genetik marker olarak kullamlmaktadirlar.
Simdiye kadar bitki tarlerinde suurli sayida mikrosatellit markerii bulunmustur S,

5.70-73].

1.2.1,7 STS ve EST Markerleri

Dizisi etiketlenmig bolgeler (STS), [17] ilk olarak belirlenmigtir.  STS,
genellikle 300bp uzunlugunda genomda tek olarak bulunan dizilerdir. ik olarak STS
dizileri, insan genom projesinde kromozomlann fiziksel haritalanmasinda aym
klonlarin bu bolgelerden iist tiste ¢akigmasi sonucunda bulunmustur. Bu yizden STS
ilk once fiziksel haritalamada biiyilk parcalan birlestirmek i¢in kullanilmugtir.
Polimorfik STS markerleri, bitkilerde genom analizleri icin yaygin olarak
kullamlmaktadir [18].

Ekspres edilmig dizi etiketleri (EST), cDNA (Komplamenter DNA)
klonlarindan tiremig STS'lerin bir alt g¢esididir. EST’lerde STS’lerde aymt amag
dogrultusunda kullamlmaktadir. EST’ler ekspres edilen genlerden tirevlenmis
olmalarindan dolay: daha avantajlidir. Bu ylizden genetik marker olarak, fonksiyonel
genlere ait pargalar olduklan igin fonksiyonel olmayan DNA bélgelerine tesadiifi
baglanan marker tekniklerine gore daha kullanighdir. Bu yuzden, tekrar sayisi fazla
olan ¢ok biyilkk genoma sahip organizmalar i¢in oldukga avantajlidir. Bu teknikler
cogunlukla kodominant marker tretmektedir. Otomasyona uygunluklan, kolay, ucuz

ve hizli olmalar avantaj saglamaktadir [S].

1.2.1.8 SSCP Markerleri

“Eger tek bir niikleotid degisimini igeren mutasyonlann belirlenmesi
isteniyorsa diger yontemler diigik kararlilik gosterirler. Bu sebeple 1000 bp'den
daha fazla biiylklikteki tim par¢anin niikleotid dizisindeki degigiklikleri belirleyen
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bir yontem gelistirildi. Bu yontem, tek zincir konformasyonel polimorfizm (SSCP)
olarak isimlendirilmektedir.  SSCP, tek nikleoid degisimi bile belirlemektedir.
Denatiire olmayan poliakrilamit jelde tek-zincir DNA'min hareketi hem buytkluk
hem de dizi karakteristigine baghdir. DNA dizisindeki  degisiklikler,
konformasyonel degisimlere sebep olur ve elektroforetik harekette degisikliklerin
ortaya ¢ikmast ile sonuglamir. SSCP iki gekilde uygulamr. (1) DNA restriksiyon
enzimleri ile kesilir ve konformasyonuna gore ayrilmasi igin jelde yuratulir. Jel,
Southern Blot yapilir ve spesifik fragment hibridizasyon igin prob olarak kullanlir.
(2) Konformasyonel jelde yiriitiilen spesifik parga PCR ile ¢ogaltihir” [5, s.74].

1.2.1.9 AFLP Markerleri

AFLP teknii RAPD tekniginin dezavantajlarint gidermek amaciyla
geligtirilmistir. Bu yOntem, restriksiyon enzim kesimiyle meydana gelen DNA
pargalaninin bir setini ¢oZaltmak igin PCR kullaniir. Parg¢a uzunluk polimorfizmi,
RFLP markerlerinde yapildigi gibi standart enzim kesimlerinden sonuglanmaktadir.
Genomik DNA, seyrek ve stk kesim (FEcoRI ve Msel vb.) yapan iki restriksiyon
enzimiyle kesilir. Adaptorler, spesifik restriksiyon bolgelerinde genomik DNA'nin
uglarina baglamirlar.  Farkll restriksiyon enzimlerinin herbiri i¢in adaptorler ayrihr.
Bu DNA, PCR reaksiyonu igin kahp olugturur. Farkli primerler, farkli parcalan
- ¢ogaltmak amach kullaniirlar. Primer adaptor diziye, restriksiyon bolgeye, segici
niikleotidlere spesifik omalidir. Primerlerden biri ug isaretlidir ve sadece isaretli
cogaltilmis parcalar goriintilenir. PCR triinleri denatiire poliakrilamit jelde gozlenir.
AFLP bantlari genellikle dominant markerler gibidir; fakat uzunluk polimorfizmleri
genellikle kodominant markerler gibidir [19].

1.2.1.10 RAPD Markerleri

RAPD analizleri, ilk defa Williams ve ark. 1990 tarafindan orjinal olarak
tamimland: [20]. RAPD amplifikasyon prosediri, esnek kosullar altinda, rastgele bir
primerle baglatilan genomik bir kalibin analizine dayali PCR reaksiyonudur {20,21].
Amplifikasyonu gerceklestikten sonra farkls tGrinler meydana gelir (Sekil 1.5). Bu

irinler agaroz jel elektroforezi ile ayrlir ve EtBr boyamast ile U.V iliiminatorde
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tirtin gozlenir (Sekil 1.6). Genomdaki bir bolgeden elde edilen her bir iirtin, primerle
kismen homoloji gésteren gogaltilmug iki kisa DNA segmenti igerir. Bu segmentler,
DNA zincirlerine ters olmalidir ve DNA amplifikasyonuna izin verecek sekilde
birbirine yeterince yakin olmalidir.  Kisa primerlerin kullammi, (genellikle 10
nikleotid biyikliginde) esnek kosullarda kaliba baglanmalanyla organizmalann
biiyiik boliminde etkili olur ve sonugta bu primerlerle ¢ok sayida uriin gogaltilir.
Primerin DNA dizisi ve kalip arasinda mitkemmel bir eslesme olursa, primer DNA
sentezini baglatir. Bu protokol, amplifikasyon i¢in kullamlan primerin uzunluguna,
primerin GC igerigine, primer dizisindeki tek bir nikleotid yer degisimlerine

duyarhdir {20].

RAPD protokoli sonucunda elde edilecek sonug iizerinde pek gok farkh
parametreler etkilidir [20]. En Onemli iki etken, kalip DNA’min kalitesi ve
miktanidir. Cuinka farkh organizmalar ve DNA izolasyon yontemleri, farkl saflikta
ve kalitede DNA duretilmesine sebep olur. Bu protokolin her bir asamasinda
kullamilan DNA miktarimin optimize edilmesi gerekir. RAPD reaksiyonunda ¢ok az
miktardaki DNA kullaninu tekrarlanabilirlifi olamayan bant 6rneklerinin olusmasina
sebep olur; tekrar deneylerinde ise bazi bantlar beklenmedik bir gekilde goriiliir ve
reaksiyon kangiklik yaratir. Diger taraftan ¢ok sayida DNA kullanimu ise simir
gorintiisii ya da tanimlanamayan bantlarla sonuclamir. Diger degiskenler, Mg iyonu
konsantrasyonu [22-24]; primer konsantrasyonu [20,25]; DNA polimeraz
konsantrasyonu ve tipi [23]; baglanma sicakh@: [26]; erime ve baglanma sicakbklan
arasindaki gecis [27]; ve denaturasyon, baglanma, uzama zamanlart [28] olarak
aragtirmalar sonucunda bulunmustur.  Yukanda bahsedilen parametreler, bant
orneklerinin yeniden iretilebilir olmasi igin uygun bir dizide olmahdir. Ciinkir bu
parametreler birbirine baghdir. Bu yiizden farkh olabilen amplifikasyon protokolleri

gelistirilmigtir bunda, o6zgilligu ve kosullarin tekrar edilebilirligi amaglamaktadir

[41.
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Sekil 1.4 Standart PCR reaksiyonu: Sekildeki DNA pargasi \i¢ gen igermektedir.
Cogaltilmas: hedeflenen parga B genidir. Gen B’nin heriki ucuna baglana bilecek iki
primer hazirlanir. Sadece B geni ¢ogaltilir ve daha sonra yapilacak olan analizler i¢in

saflagtinlabilir [19].
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PCR reaksiyonu
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Sekil 1.5 RAPD-PCR Reaksiyonu: (1) Oklar, aym diziye sahip bir primerin ¢oklu
kopyalarim gostermektedir. Oklann yonii, aym zamanda meydana gelecek DNA
sentezinin de yoniinii belirlemektedir. Sayilar, DNA kalibindaki primerlerin
baglanacag: bolgeleri gostermektedir. Primerler, kalibinin alt zinciri tizerinde 1,2 ve
3 ve ust zincirinde 4,5 ve 6 bolgelerinden baglanirlar. Bu 6mekte, sadece iki RAPD
PCR iriinii meydana gelmektedir. Uriin A, 2 ve 5 pozisyonlarinda baglanan
primerler arasindaki DNA dizisinin ¢ogaltilmas: ile elde edilir. Urin B, 3 ve 5
pozisyonlarinda baglanan primerler arasindaki DNA dizisinin ¢ogaltilmas: ile elde
edilir. (2) Bu sekilde, primer ikinci bolgeye baglanabilecek biiyiiklikte degildir.
Sonugta, tiriin A elde edilemez. Sadece iiriin B elde edilir. [19].

A
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Sekil 1.6 RAPD Reaksiyon 1 ve reaksiyon 2 iiriinlerinin agaroz jel analizi [19].
~ 1.2.1.10.1 RAPD Marker Sisteminin Karakteristikleri:

DNA dizilerinin biri ya da ikisi agisindan ortaya ¢ikan farkhiliklar, 6zgiin
RAPD bantlanmin varligt ya da yoklugu durumunda polimorfizm gosterir.
Boylelikle tamimlanan genetik varyasyon, dominant genetik markerler gibi davranr.
Bunun aksine, amplifike olan DNA dizilerindeki delesyonlarfya da insersiyonlarin
varlig, kodominant bir gekilde davranan genetik varyantlarda sonuglanr.
Heterozigotlar, her iki homozigotlardan ayirt edilmektedir. Bununla birlikte, RAPD
protokoliinde ortaya gikan polimorfizmin biiyiik ¢ogunlugu, dominanttir. Bu oOzellik,
RAPD markerlerini genellikle kodominant veri veren RFLP markerlerinden ayirt
eder [4].

Cesitli caligmalarda, ya tiirler iginde [29] ya da farkli tirler arasinda [30]
genetik akrabaliklari belirlemede kullamlan RFLP ve RAPD markerleri
kargilagtinlmaktadir. Bu ¢aligmalar sonucunda bir tiir igindeki genetik akrabaliklarin
tammlanmasi i¢in RAPD ve RFLP birbiri arasinda esdeger bir kararhlik seviyesi
bulundu [30]. Farkh bir gahsrﬁ‘ada iss RAPD ve RFLP markerlerinin genotipleme
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maliyetlerinin kargilagtinlmas: yapildi [31]. Kiiglik o6rnekler iceren galigmalar igin
RAPD daha masrafli bulunmasina kargilik daha genig buyiikliikteki 6rnekler igin
RFLP gore daha avantajidir. Baz galigmalarda ise RAPD ve izozim markerleri
karsilagtiriimaktadir.  Izozimler tarafindan tamimlanamayan birbirine ok yakin
soylar arasindaki akrabah@ RAPD ile daha dogru bir sekilde tanimlamak miimkiin
olmaktadir.

RAPD sisteminin diger bir karakteristigi ise olugan amplifikasyon tiriinlerinin
yogunlugu ve saysi, reaksiyon kosullanndaki ren kiigiik degisikliklerde bile
farkhhklar gosterebilir [32]. Tutarh triin elde etme siirecinde kargilagilan bu
problem, RAPD reaksiyon kosullarmnin dikkatli bir gekilde standardizasyonunu
gerektirir [4].

1.2.1.10.2 RAPD Marker Sistemlerinin Uygulama Alanlan

RAPD marker sistemi ilk olarak 1990 yillaninda iki farkli aragtirmaci grup
_ tarafindan tammlands [20,21]. AP-PCR da olarak adlandirilan bu sistemin getirdigi
pek ¢ok avantaj nedeniyle, ¢cok sayida grup caligmalarinda bu marker sistemini
kullanmaya bagladi. RAPD markerleri (RAPD), genom yapisiyla ilgili
aragtirmalarda ve g¢esitli taksonomik ve evolusyonel ¢ahgmalarda; genotip
belirlenmesi amactyla kullamilmaktadir. Aym zamanda ekoloji ve populasyon

biyolojisinde yaygin kullamim alani bulmaktadir [4].

RAPD teknolojisi, hem prokaryotik hem de Okaryotik ¢ok sayidaki tir igin
DNA parmak izlerini belirlemek amaciyla yaygin bir gekilde kullamlmaktadir. Bu
parmali izleri, bireylerin aynmi, prenetal tami, klinik tam, soy belirleme, ebeveyn
belirleme testi, adli tip ve epidemiyolojileri gibi uygulamalarda kullamimaktadir.
Botanikte, pek ¢ok tiirde bilgi verici sistemlere gereksinim duyuldugu igin, genetik
varyasyon ¢aligmalarinda olanak tamr. Kakao [33], kirmuzi yabanmersini [34],
kereviz [35], ¢ay [36], ve giil [37] gibi tiirlerde RAPD kullamlarak genetik
farkliliklara aragtinlmaktadir. | Bu teknoloji, bitkilerde oldukca genis kullamm alam
bulmaktadir. '

-
%
At
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RAPD markerleri, aym zamanda pek ¢ok farkh tirde genetik haritalann
yapilmasinda kullamlmaktadir. Bu uygulama alaninda bitkilerle ilgili galigmalarda
kullamlmigtir.  Uziim [38] bitkisinde genetik harita olugturuldu. Bu haritalar, ya
projenin amaci ya da kantitatif 6zellige iligkin lokuslarin belirlenmesini amaglayan
galismalarin ek bir ¢alismas: olarak yapilmaktadir. Ozellikle agag yetistiriciliginde,
RAPD markerlerinni kullanimi yerini almugtir [4].

Sonugta RAPD markerlerinin kullammi, pek ¢ok tiirde yapilan genetik
galigmalara olanak tammaktadir. DNA dizleri ya da klon bantlaninm . analizi ile
ilgili daha once bilgi yoktu, RAPD sistemi ise bunu yapmak igin kolay ve ucuz bir
teknik olmas: sebebiyle 6nemli bir tekniktir [4].

1.3 Zeytinde Yapilan Molekiiler Sistematik Calismalari

Ozellikle ekonomik 6éneme sahip meyve veren agaglarda genetik cesitliligi
belirlemek genetik arastirmalar igin onemli aragtrma konularmdan biri olmugtur.
Hem yabani hem de kiiltire ahnan formlar arasindaki genetik gesitliligin
karakterizasyonu, onlar arasindaki benzerlikleri ¢alismak ve kiiltiirlerin orijinlerini

belirlemek igin gereklidir.

Zeytin agaci, Akdeniz Medeniyetinin tarihsel siireci ile yakindan iligkilidir ve
en azindan 9000 yilhk bir gegﬂﬁsi vardir. Yakin gegmige kédar bitkiler arasindaki
iligki morfolojik ozelliklere bakilarak yapiliyordu.  Son zamanlarda, zeytin
varyasyonu, genom organizasyonu, sofralik zeytin ve zeytinyaft verimini etkileyen
genetik temeller lizerine aragtirmalar yapildi. Giiniimiizde zeytin agaglan arasindaki
genetik varyasyonu detayli olarak incelemek miimkiin hale gelmistir. Bu amagla
farkli tipte DNA-tabanh molekiiler marker tipleri (RFLP, RAPD, AFLP, SSR)
kullamlmaktadir [39,40]. Zeytin agag:laﬁndald varyasyon geleneksel olarak
morfolojik ve fenolojik karakter Gizerinde saptandi. Bu amagla baz: Italyan zeytin
genotipleri morfolojik karaktere gére son yillarda degerlendirilmigtir [41].
Molekiiler markerler, zeytin Varyeteleri arasindaki genetik iligkiyi belirlemek ve basit
ya da kompleks ozellikleri etkileyen lokus haritalamasinda ve belirlenmesinde (QTL)
kullanilmigtir [42]. Izozim véi DNA bazh analizler son yillarda farkh Akdeniz
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tlkelerindeki zeytin varyeteleri arasindaki genotipleri belirlemede ve siiflandirmada
kullamlmigtir [43-52]. Akdeniz Bolgesinden toplanan yabani ve kiltiire alnan
zeytin genotipleri arasindaki genetik iligki, AFLP [53] ve RAPD ve mitokondriyel
RFLP [54] kullamlarak belirlendi. Aynca zeytinde SSR markerleri ile ilgili
caligmalar yapildi [54-57]. Kiltire alinan zeytin ve yabani zeytin arasindaki genetik
iligki izozimler [58] ve RAPD [54,59] kullamlarak yapildi Besnard G. ve
arkadaglarmin yapyig1 bagka bir galiymada RAPD markerleri ve mitokondriyal RFLP
markerleri kullamlarak kiiltiire alinan bir grup yabani zeytin ile doZal populasyonlar
arasindaki genetik iligki saptandi [59]. Olea genusunun yapisina iliskih molekiiler
yaklagimlar ve diger Olecaea familyalanyla olan akrabaliklan Besnard G. ve
arkadaslan tarafindan ¢ahgilmigtir. Bu c¢aligmada, ribozomal RNA, RFLP ve RAPD
varyasyonlan, Oleceae genera igin ait olduBu taxada incelendi. Olea genusunun
taksonomik pozisyonu ve komponentleri belirlendi [60]. Bagka bir ¢aligmada ise,
Dogu ve Bat1 Akdenizdeki feral zeytin ve yabani zeytin arasindaki morfolojik olarak
belirlenemeyen genetik farklihk mitokondriyal DNA varyasyonu ve RAPD
kullanlarak agifa ¢ikanldi. [61). Zeytin agacindaki genetik varyasyonu belirlemek
icin yapdan ¢ahgmalar, genellikle Italya, Yunanistan ve Ispanya yoresindeki
zeytinleri kapsamakta olup, Turkiye’deki kiiltiire alinan zeytin klonlanindaki genetik
iliski tespitine yonelik bilgilerimize gore rapor edilmig bir ¢aligma ne yazk ki

mevcut degildir.
1.4 Cahsmada Kullanilan Zeytin Klonlarimn Ozellikleri

Bu caliymada kullanilan zeytin vsoylarma ait genel Ozellikler, Luma ve
arkadaglarinin yaptig1 ¢alismalarla belirlenmigtir [62]. Tiirkiye’ nin en énemli yaghk
zeytin Uretim bolgesi olan Edremit Korfez Bolgesi’'nde bes yil siiren c¢aligma ile
verimi yiiksek, periyodisiteye egilimi az, yag oram yiiksek olan, iri taneli ve kii¢lik
cekirdekli degerli tipleri bulmaya galigmuslardir. Daha sonra bes yil siiren gozlem ve
laboratuar ¢alismalan sdnucunda ustiin oOzelliklere sahip agaclar tespit edilmigtir
[62]. Bu agaglar, once toplam puan agisindan siralanmis ve sonra da yizde yag
verimi, tane iriligi ile et/gekirdek oram bakimindan ayn ayn siralamaya koymuglar.

Sonugta toplam puan agisindan’.en yiiksek puanlan alan UB-3, 0108, UB-1, UB-8,
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UB10 klonlan, tane iriligi ile et/cekirdek orami bakimindan 0308 klonu bizim
calismamizda genetik kaynak olarak kullanilacaktir. Bu klonlara ait degerler Cizelge

1.2°de verilmigtir.

Cizelge 1.2 Edremit yoresindeki kiiltire alinan farkli zeytin klonlarna ait olan

degerler [62].

Periyodisite % |Kg’da dane Toplam

Klon Adi | Katsayisi Yag sayisi Et/Cekirdek | Verim| Puan
UB-3 0.194 25.45 327 3.37 2.75 7500
0108 0.381 27.00 340 3.46 2.40 7125
UB-1 0.219 21.07 412 3.21 2.75 6875
UB-8 0.173 21.11 397 297 2.50 6750
UB-10 0.141 23.29 405 2.96 2.50 6750
0308 0.732 19.70 313 4.19 1.40 4375

1.5 Calismanin Perspektifi

Bu ¢alisma, Balikesir ili Edremit yoresinde yetigen, ekonomik degeri olan
zeytinyag1 iiretiminde kullamlan bazi zeytin klonlan arasindaki genetik iligkileri
belirlemek amaciyla yapilmistir.

1)) Bu amag¢ dogrultusunda belirlenen alti zeytin klonundan yaprak

ornekleri alimp DNA izolasyonu yapildi. Elde edilen DNA
RAPD-PCR’da test edilerek bu prosedire uygun DNA

izolasyonunu belirlenmeye geligild.

1) RAPD-PCR oldukga hassas bir teknik olmast itibariyle, yiiksek
varyasyon gostermesi nedeniyle reaksiyon kosullan detayh bir
sekilde optimize edildi.

(111) Son olarak da zeytin klonlani arasindaki genetik polimorfizmin

RAPD marker sistemleri kullamlarak belirlenmesi amaglandi.
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2. MATERYAL VE YONTEM

2.1 Materyal

2.1.1 Kimyasallar

Calismada kullamlan kimyasallar, Sigma Chemical Company ve Merck
tarafindan temin edilmigtir ~RAPD-PCR reaksiyonunda kullanilan kimyasal ve

enzimler MBI Fermentas firmasindan saglanmugtir.

2.1.2 Solusyonlar

2.1.2.1 Della Porta yontemine Gore Yapilan gDNA Izolasyonunda Kullamlan

Solusyonlar

Cizelge 2.1. Dellaporta’ya gore yapilan gDNA izolasyonu yonteminde [63]

kullanilan solusyonlar ve igerikieri

Solusyonlar Kompozisyonu
0.1IM Tris HCl pH:8
0.05M EDTA pH:8

Ekstraksiyon Tamponu 0.5M NaCl

10ul  2-merkaptoetanol

SDS

%20

Potasyum Asetat

SM

TE1 0.05M  Tris pH:8
0.00IM EDTA pH:8
TE2 0.0IM Tris pH:8
0.00IMEDTA pH:8

Sodyum Asetat 3M
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2.1.2.2 CTAB Yontemuna Gére Yapilan gDNA lzolasyonunda Kullanlan

Solusyonlar

Cizelge 2.2 CTAB yontemuna gore yapilan gDNA izolasyonunda [64] kullanilan
solusyonlar ve igerikleri

Solusyonlar ve Kompeozisyonu

Ayristirma Tamponu 0.05 M Tris HCI pH:8,
0.0IMEDTA pH:8,
0.7M NaCl,

% 1 CTAB,
%0.1-2-merkaptoetanol.

1 M Tris

5 M NaCl

0.5 EDTA

3 M Sodyum Asetat

5 M Potasyum Asetat

% 20 SDS
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2.1.2.3 Modifiye Edilmis Yonteme Gore Yapilan gDNA Izolasyonunda

Kullanilan Solusyonlar

Cizelge 2.3 Modifiye edilmiy yonteme gore yapilan gDNA izolasyonunda [65]
kullanilan solusyonlar ve igerikleri.

Solusyonlar ve Kompozisyonu

0.IM  Tris pH:8
Ekstraksiyon Tamponu 0.05M EDTA pH:8
0.5M  NaCl

%0.07 2-merkaptoetanol

% 10 SDS

24:1 Kloroform-Izoamil alkol

% 70 ve % 100 Etanol

Fenol pH 8

2M NaCl

TE pH 8 0.0IM Trnis pH:8
0.00IM EDTA pH:8

2.1.2.4 Agaroz Jel Elektroforezinde Kullanilan Solusyonlar

Cizelge 2.4 Agaroz Jel Elektroforezinde kullanilan solusyonlar ve icerikleri

Solusyonlar Kompozisyonu
TBE (5X) 54g Tris-base
11t 27.5g Borik Asit

20ml! 0.5M EDTA pH:8

Yiikleme Boyasti
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2.1.2.5 RAPD-PCR Reaksiyonunda Kullanilan Primerler

Bu ¢aligmada kullanilacak primerler, 1ml ddH,O igerisinde ¢oziilerek stok
hazirlandi. Her bir primerin son konsantrasyonu 50 nmol olacak sekilde sulandirildi.
Primerler Sigma Genosys’de sentez ettirilmigtir. Caligmada kullamlan primerlerin
DNA dizileri, erime sicakliklari (Tr) ve % GC oranlan Cizelge 2.5°de verilmektedir.

Cizelge 2.5.RAPD-PCR Reaksiyonunda kullamilan primerler ve T,, deZerleri

Primer  DNA dizileri Tm  GC%
A A G e e
OPA-12 TCG GCG ATA G 32°C % 60
OPB-03 CAT CCC CCT G 34°C %70
OPB-08 GTC CAC ACG G 34°C % 70
OPB-12 CCT TGA CGC A 32°C % 60
OPC-01 TTC GAGCCA G 32°C % 60
OPD 01 ACC GCC AAG G 34 %70
FSI01 GCC AGC TGT ACG 40 %666
FSJ02 ACT GGC CGA GGG 42 %75
A17  GACCGCTTIGT 33,7 %60

WINK CGCTGGCCT A

41,7 %70

2.1.3 Bitki Materyali

Bu ¢aligmada kullamilan zeytin klonlarma ait yaprak ornekleri Balikesir Ilinde
bulunan Tarnm Koy isleri Bakanh@ Edremit Zeytincilik Fidanciik Arastirma
Merkezinden saglandi. Bu c¢aligmada 6 farklhi zeytin klonu segildi ve taze yaprak

materyali toplanarak genomik DNA ekstraksiyonuna kadar —80C’de muhafaza edildi.

25



2.1.4 Kullamlan Ekipman

Cizelge 2.6 Cahigmada kullanilan geregler ve modelleri

Kullanilan Gere¢

Modeli

-80°C ultralow derin dondurucu

Sanyo, Japonya

Buz Makinesi Fiocchetti Frigoriferi Scientifici, Italya
Buzdolabi Profilo, Tiirkiye
Elektroforez Apelex, Ingiltere

Hassas terazi

Sartorious, Almanya

Etiiv

WTB, German, Nive, Turkiye

Isitmali Manyetik Karnigtirict

Velp Scientifica, Ispanya

Otoklav

Hirayama, Japonya

Thermocycler Techne Progene, Ingiltere

PH Metre WTW, Almanya

Polaroid Gel Cam Gel Cam, Ingiltere

Saf su cihazi Destilasyon 3.1 (Comecta Sa,)
Santrifiij Sigma Laborzentrifugen, Almanya
Santrifiyj Hettich Zentrifugen, Almanya

Elektroforez i¢in Gug Kaynagi

Consort, Ingiltere

Sicak su banyosu

Elektro-mag, Turkiye

Isiticili blok

FALC, Italya

UV- iluminator

Vilber Lourmat (IVA), Fransa

UV visible Spektrofotometreler

Heios o (Unicam), Metro Lab,

Vorteks

Elektromag, Turkiye
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2.2 YONTEM
2.2.1 Cam malzeme ve plastik malzemenin hazirlanmasi:

Istya dayamkli malzemeler, pipet uglan, epindorflar, santrifiij tiipler,
solusyonlar ve cam malzeme 121°C’ de 20 dak (1,02 atm basigta) otoklavda steril
edildi.

2.2.2 Genomik DNA (gDNA) izolasyonu

Bu c¢alismada, altt farkli -zeytin klonu DNA ekstraksiyonu igin segildi.
Ekstraksiyon, bitkinin yapraklarindan yapildi. Zeytin igin t¢ farklh DNA izolasyon

yontemi denendi.
2.2.2.1 Della Porta Yontemine gore Zeytin’den gDNA Izolasyonu

Ilk olarak, Della Porta ve ark. (1983) tarafindan rapor edilen DNA
ekstraksiyon yontemi kullanildi [63]. —80’ de korunan taze bitki drneklerinden 1 gr
tartild: ve steril bir havanda sivi nitrojen yardimiyla toz haline gelinceye kadar ezildi.
Steril bir santrifiij tiipline aktarildiktan sonra tizerine 15 ml ekstraksiyon tamponu
(100mM Tris-pH: 8.0; S0mM EDTA-pH: 8.0; 500mM NaCl; 129ul -
merkaptoetanol) eklendi. Kangima 1 ml % 20’lik SDS eklenip hizh bir sekilde
calkalandi. Tupiin kapag: gikarildiktan sonra, 65°C” de 10 dak. inkiibasona birakildi.
Daha sonra, 5 ml 5M potasyum asetat eklendi ve calkalandiktan sonra kansim buz
tzerinde 20 dak. bekletildi. Kangim 16 000 rpm’de 20 dak. santrifiy edildi.
Stipernetant alttaki ¢ozelti ile kangtinlmadan yeni bir tiipe aktanldi ve lizerine 10 ml
izopropanol (soguk olmali) eklendi. Daha sonra kangim -20°C’ de 30 dak.
bekletildikte sonra 14 000 rpm ‘de DNA 5 dak. ¢okeltildi. Sipernetant dokildiikten
sonra pelet kurumaya birakildi. Daha sonra i¢ine 400 ul TE1 (50 mM Tris-pH: 8.0;
10 mM EDTA-pH: 8.0 ) ekleyip pipet yardimiyla pelet ¢ozildi. 75ul 3M sodyum
asetat, 500 pl izopropanol ekledikten sonra mikrosantrifijde 30 sn. ¢oktaruldii.

Siipernetant uzaklastirildi ve 1ml %80’lik EtOH ile 30 sn. sanrflij edildi. Daha sonra
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pelet 1 sa. Kurutulup 400 ul TE2 (10mM Tris-pH: 8.0, 1mM EDTA-pH: 8.0) i¢inde
¢Oziildii. DNA 6mekleri +4C’ de saklandi.

2.2.2.2 CTAB Yontemine Gore Zeytin’den DNA Izolasyonu

Ikinci olarak CTAB yontemi Doyle ve Doyle (1987) kullamilarak zeytinden
gDNA izolasyonu yapild: [64]. —80° de korunan taze bitki 6rneklerinden 1 gr tartildi
ve steril bir havanda sivi nitrojen yardimuyla toz haline gelinceye kadar ezildi. 750ul
CTAB (CI19HI12NBr, Hekzadetrimetilamonyumbromid) tamponu steril ependorf
tipe eklendi ve iizerine 2.5ul merkaptoetanol ilave edildikten sonra birkag kez ters
diz edildi. Tip parafilm ile sanldiktan sonra, daha Onceden sicakligs 65°C’ ye
getirilmis su banyosunda 30 dak. Inkiibasyona birakildi. Inkiibasyondan sonra
lizerine 750ul kloroform-izoamil alkol (24:1) karigimu eklenerek ters diiz edildi ve
olusan kitle gorildi. 7000 rpm, 25 °C, 5 dak. igin santrifij edildi. Elde edilen
sipernatant (650 pl) yeni bir ependorf tipiine aktarildi. 0.6 hacimde oda
sicakligindaki mutlak izopropil alkol eklenerek ters diiz edildi. 650ul siipernetant
icin 390ul izopropil alkol eklendi. 15000 rpm, 25C, 3-5 dak. i¢in santrifiyj edildi.
Izopropil alkol uzaklastinldi. 1ml, 70% etanol tiipe eklenerek 15000rpm, 25C, 5
dak. icin santrifiij edildi. Etanol uzaklagtinldiktan sonra, pelet havada kurutuldu.
Elde edilen DNA, 200l TE (10mM Tris-pH: 8.0; 1mM EDTA-pH: 8.0) igerisinde
¢ozildi. Elde edilen DNA solusyonu, 4°C’ de saklandi.

2.2.2.3 Modifiye Edilmis Yonteme Gore Zeytin’den gDNA izolasyonu

Uslincii olarak, bitki genomik DNA izolasyonu igin hizli bir yéntem Pich ve
arkadaglarindan (1993) adapte edilmistir [65]. Bu yontem, biyik olgiide
degistirilerek RAPD PCR’da kullamlmak iizere DNA izolasyonlar1 yapildi. —80’de
korunan bitki yapraklanndan 1 gr tartildi. Bitki yapraklan, steril bir havanda sivi
nitrojen yardimyla toz haline gelinceye kadar ezildi.  Steril ependorf tiipe
aktanldiktan sonra tzerine 1 ml ekstraksiyon tamponu (100 mM Tris-pH: 8.0; 50
mM EDTA-pH: 8.0; 500mM NaCl ; % 0,07 2-ME ) eklendi. 130 pl %10’luk SDS
eklendikten sonra ters diz edildi. 65 C’de 5 dak. inkiibasyona birakildi. 300ul 5M
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Potasyum asetat karigima eklenerek kanstirildi ve karistim 30 dak. buzda bekletildi.
Siipernetant (~800 ul) iki tipe paylagtinildi ~ Daha sonra fenol-kloroform
ekstraksiyonu ve etanol presipitasyonu yapildt [66]. Esit hacimde (~400 ul ) fenol
her bir tipe ilave edildi. 200 pl dH,O tiiplere ilave edildikten sonra 15 000 rpm 5
dak. santrifiyj edildi. Supernetant (~500 pl) yeni bir tipe aktarild: ve tizerine 500 pl
kloroform-izoamil alkol eklendi. 15 000 rpm 5 dak. santrifiij edildi. Siipernatan yeni
bir tiibe aktarild1 ve tizerine 2 hacim mutlak EtOH eklendikten sonra 30 dak. buzda
bekletildi. Daha sonra 14 000 rpm Sdak. santrifiy edildi ve sﬁperﬁetant
uzaklasgtinldi. %70’lik alkol ile pelet 30 sn. santriflij edildi. Alkol uzaklastinldiktan
sonra pelet kurumaya birakildi ve DNA 6rnegi 200 pl TE (10mM Tris-pH: 8.0; ImM
EDTA-pH: 8.0) iginde pipet yardimiyla ¢6zilldi. DNA ornekleri +4°C’de saklandi.

Elde edilen DNA’daki polisakkaritlerden kaynaklanan kontaminasyonu

engellemek i¢in NaCl ile yikama yontemi [67] ile DNA 6rnekleri yikandi. Spg/pl

TE (10mM Tris-pH: 8.0; 1mM EDTA-pH: 8.0) ile son hacim 500/ul’ ye tamamland.

| Esit hacimde 2M NaCl eklendi. Uzerine 2 hacim mutlak EtOH eklendi ve 30 dak.

buzda bekletildi. 12000 rpm 10 dak. santrifiij edildi. EtOH uzaklastinld: ve pelet 1

ml %70’lik EtOH ile 3 dak. santrifiij edildi. Pelet kurutulduktan sonra 200 pl TE
igerisinde ¢oziildi.+4°C’ de DNA ornekleri sakland.

2.2.3 Agaroz Jel Elektroforezi

Zeytin bitkisinden elde edilen genomik DNA’lart gozlemlemek icin % 0.7’lik
agaroz jel elektroforezi yapildi. Bunun i¢in 0.7g agaroz, 0.5X TBE tamponu
icerisine konduktan sonra, siticida agaroz eriyinceye kadar isitilir.  Igerisine
0.5pg/ml Etidyum Bromid (EtBr) ilave edilir. Diger tarafta kasetin igerisine tarak
duzgiin bir sekilde monte edilir. Hazirlanan kasete jel stvi haldeyken dokuliir ve
polimerlesmesi beklenir. Jel, katilagtiktan sonra tarak yavasga ¢ikariir ve 6rnek
yikleme kertikleri olusturulur.  Elektroforez tankina yerlestirilen jelin iizeri
kaplanincaya kadar 0.5X TBE tamponu ile doldurulur. 5ul dH,O, 5ul DNA 6rnek,
3ul yiikleme boyast bagka bir tiipte kangtinlir ve yikleme kertiklarina otomatik pipet
yardimi ile yikleme vyapilir.  Jele yiikleme yapilirken bir kertige de parga
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buytklikleri belli olan molekiler buyiiklik markeri yiklenir. Jel, gii¢ kaynagindan
80V voltaj verilerek yaklasik 1 sa. yiritilda. DNA bantlar, U.V iliimiinatérde

gozlendi ve polaroid jel makinesi ile fotograflan gekildi.
2.2.4 DNA Miktar Tayini

Her bir Ornegin DNA konsantrasyonu, spektrofotometrede belirlendi.
Bagslangigta, 2ml TE solusyonu kiivete bosaltildi. Kiivet pegete ile kurutulduktan
sonra cihazdaki kuyucuga yerlegtirildi. Cihaz sifirlandi. 10ul DNA 6rnegi, 1990 ml
TE ile kangtinlarak diger kiivete kondu. DNA 6lgiimleri, 260 nm ve 280 nm dalga
boylarinda alindi. En temiz 6 tane DNA 6megi PCR reaksiyonunda kullamlmak
tzere secgildi. Elde edilen son DNA konsantrasyonu asagidaki formiille

hesaplanmigtir:

Cz60= OD x 50 x Sulandirma Faktori
2.2.5 Fenol/Kloroform Ekstraksiyonu

Proteinler agisindan temizlenecek olan DNA materyaline esit hacimde fenol
pH 8 ilave edilir. Vortekste 20 saniye ile 1 dakika arasinda karnistirildi ve 18000
rpm’de 5 dakika santrifij edildi. En istteki faz, yeni bir Vepindorfa aktanldi.
Kloroform:izoamil alkol (24:1)’in esit voliimii de ahinarak 18000 rpm’de 5 dakika
santriftij edildi. Supernetant alinarak etanol presipitasyonu yapilir ve 40 ul TE'de

coziilerek —20°C’de saklanr [66].
2.2.6 Etanol Presipitasyonu

Konsantre edilecek DNA igeren solusyona iki hacim %95 etanol eklenir. En
az 30 dakika -20°C’ de inkiibe edilir. 10 dakika 18 000 rpm’de gevrilir. Supernetant
atilir ve 1ml %70°lik etanol eklenerek 3 defa DNA pelleti yikanir. Yikamalar
sonunda elde edilen pellet havada kurutulur ve en az 50 pl lik steril TE yada ddH20
eklenerek —20°C de saklanir.
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2.2.7 RAPD-PCR

Zeytin Bitkisinden elde edilen genomik DNA kullanilarak yapilan RAPD-
PCRda 25pl lik toplam hacimde yapimugtir. 25ul lik hacimde, 25ng genomik DNA,
2mM dNTP, 2,5mM MgCl2, 0,04U taq DNA Polimeraz, 0,6uM primer, 1X tampon
olarak belirlendi. RAPD-PCR reaksiyon dongii kosullari agagida belirtilmigtir [68].
Dereceli bir gekilde, artan 6n denaturasyon asamast uygulanmigtir. 85°C’del5 san,
95°C’de 5 san ve 92°C’de 1.55 dak 6n denaturasyon asamasindan sonra 44 devir
olarak asil dongt kosullan uygulanmigtir. Buna gore asil dongii kosullart 95°C de 5
sn, 92°C 55 san, 37°C 1 dak., 72°C 2 dak’dir. En son olarak da 72°C 7 dak son

uzama asamasi eklenmigtir.
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3 BULGULAR
3.1 DNA Izolasyonunun Optimizasyonu

Bitkilerde DNA tabanli molekiiler tekniklerin uygulama alanlarimin artmas,
ilgili bitkilerden yeterli safikta ve molekiler yontemlere uygun olabilecek DNA
eldesini gerekli kilmaktadir. Fakat bitkiler arasindaki kimyasal kompozisyon
agisindan dogan farkliliklar, elde edilen DNA’da pek ¢ok safsizlifa neden oldugu
bilinmektedir. Bu alanda kullamlan yontemlarin ¢ogunda protein kirliligi problemi
¢oziilmekle birlikte, diger kirleticilere degisken oranda igeren bitkilerden saf DNA
eldesi problemlidir. Bu yiizden farkl bitkiler igin farkh protokoller yada modifiye
protokoller gelistirilmistir. Fakat bu protokoller bile, ¢ok degisken kimyasal igerige
sahip olan bitki tiirleri igin bile yetersiz kalmaktadir. Bitkilerde kullamlan farkl
DNA protokollerinin degisik dezavantajlart bulunmaktadir: (1) Diisitk DNA iiriinii;
(2) Polifenol oksidaz aktivitesi ile baglantih kinon bilesenler DNA kinlmasina sebep
olurlar, (3) Elde edilen DNA diger kirleticiler (polifenoller ve diger sekonder

metabolitler).

Bu gibi kirleticiler ortaminda bulunan DNA hizla degrade olur ve bu
kirleticiler, DNA ile daha sonra yapilacak olan diger enzimatik reaksiyonlarda,
(restriksiyon endonuikleaz, polimeraz ya da ligaz gibi) engelleyici niteliktasimaktadir

[69].

Bunun i¢in, ilk olarak zeytin yaprak dokusundan genomik DNA
izolasyonunun optimizasyonu yapildi. Bu amagla uygulanan 3 farkh purifikasyon
yontemi kargilastinldi ve en uygun yontem optimize edildi. Uygulanan yontemun
molekiiler  ¢ahigmalarda  uygunlugu, elde edilen DNA’mn RAPD-PCR

reaksiyonlarinda denenmesiyle test edildi.

Ilk olarak Della Porta'ya gore gDNA ekstraksiyonlan gergeklestirildi. Bu
yontem, elde edilen gDNA'lar, spektrofotometrede 260 ve 280 nm dalga boylarinda
okunduktan sonra gDNA konsantrasyonlari ve Axgongo safik oranlart hesaplandi.

Yontemin biiyiikk 6lgekte bir teknik olmasi geregi olduk¢a konsantre DNA eldesi
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ortalama 100-600mg/ml olarak bulunmustur. Elde edilen DNA’lar, 0,7 % agaroz jel
elektroforezinde yurtitiilerek test edilmistir. Yiiksek DNA konsantrasyonuyla paralel
olarak Sekil 3.1'de gorildugu gibi, ok fazla RNA kirligi de gozlenmektedir. Azeo280
oranlari ortalama olarak 3,9 olarak hesaplanmgtir. Bu da protein kirliligini
gostermektedir. Fakat bizim igin asil gerekli olan yiiksek safikda ve RAPD-PCR
reaksiyonunda uygulanabilir bir DNA oldugu igin, elde edilen gDNA'lar, RAPD-
PCR’da denenmistir. PCR reaksiyonu sonucunda tekrarlanabilir bir amflikasyon
gOstermemistir. Bu durum ve DNA preplerinin renkli ve sarimtirak gozlenmesi, elde
edilen gDNA'larda polisakkarit gibi ¢ok fazla kirleticinin oldugunu isaret etmektedir.
Bu yontemin difer dezavantajlan arasinda, biiyilk hacimde ¢ahistlmasi ve
ultrasantrifiij gerektirmesi ve uygulamasinin goklu orneklerle gahgildiginda pratik

olmamamusidir.

Ikinci olarak, CTAB DNA purifikasyon yontemu kullaruld: [64]. Elde edilen
genomik DNA’larin  spektrofotometrede 260 ve 280 nm dalga boylarinda
absorbanslari 0olgiildii ve buna bagh olarak DNA konsantrasyonlart hesaplandi.
Ortalama 50mg/ml gibi olduk¢a az miktarda DNA elde edildigi gozlendi. Bu
yontemle elde edilen DNA’lar agaroz jel elektroforezinde yiritildiikten sonra UV
iliminatorde gozlendi ve polaroid fotograf makinesi ile fotografi gekildi. Sekil 1°de
CTAB yontemu ile elde edilen DNA’larin resmi gosterilmektedir. Bu yontemle elde
edilen DNA’larin konsantrasyonlan ¢ok diigiik ¢tkmugtir. Tekrarlanabilir bir RAPD-
PCR amplifikasyonu, elde edilemedi.

Bu nedenle, RAPD-PCR reaksiyonlarinda tekrarlanabilirligi yiiksek bir DNA
izolasyonu bulmak igin iiglincii yontem denenmistir. Pitch ve arkadaslan tarafindan
rapor edilen mini 6lgekde DNA izolasyon yéntemu denenmeye karar verilmigtir [65].
Bu yontem, polifenolik ve polisakkarit ve sekonder metabolitlerce zengin olan zeytin
bitkisi i¢in optimize edilmistir. Bu amagla orijinal prosediire, DNA’da var olan ve
problem teskil eden, polisakkarit gibi kirleticileri temizleyecek NaCl ile yikama
prosediirti dahil edilmistir [67]. Modifiye edilen genomik DNA izolasyonu yontemu
ile 6 farkli zeytin klonunun yapraklanndan elde edilen gDNA’larin 260 ve 280 nm
dalga boylarinda spektrofotometrede absorbanslan 6lgiildii. Farkhi zeytin klonlan

i¢in degisen oranlarda 310-220 pg/m! konsantrasyonlarinda gDNA elde edildigi
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gézlendi.  Bu miktar, yontemin bir kigik olgekde bir yontem  oldugu
duguniildiigiinde iy1 derecede bir konsantrasyon oldugu diisiiniildii. Bu yéntemle elde
edilen zeytin klonlarindan elde edilen DNA’larin jel resmi Sekil 3.2°de

verilmektedir.

Bu modifiye edilen yontemle elde edilen gDNA’larin konsantrasyonlan ve
safliklar1 diger yontemlere gore daha fazladir. Ayrica bu yontemin mikrosantrifiij ile
yapimas: ve kisa siurede gerceklesmesi bize avantaj saglamaktadir. DNA
optimizasyonda kullanilan 3 yontem ile elde edilen DNA’lar aym jelde karsilastirma
amacryla ytrutilmistar ($ekil 3.1). Protein ve RNA Kkirliligi ise RAPD-PCR
reksiyonunda amplifikasyona engel olmayacak diizeydedir. Diger taraftan RAPD-
PCR reaksiyonunda amplifikasyonu engelleyen en 6nemli etmenlerden biri olan
polisakkarit kirliligi de ek olarak ilave edilen NaCl ile yikama ile en aza
indirgenmigtir. Sonugta modifiye edilen bu yontem diger DNA izolasyonlarinda elde
edilen DNA’lar RAPD-PCR reaksiyonunda tekrarlanabilir bantlar verdigi igin tercih

edilmistir.

RAPD analizi [20], bitki genetigi caligmalan i¢in PCR-tabanhi yontemler
arasinda en uygun ve en gigli yontemlerden biridir. Bu ydntem sonucunda
tekrarlanabilir irtin eldesi, yiiksek kaliteli DNA kalibina baghdir [70]. PCR,
Thermus aquaticus (Tag) DNA Polimeraz gibi 1siya dayanikh polimerazlarin etkili
aktivitesine dayall bir yontem oldugu igin bu reaksiyonda bulunan kirleticilerden
olumsuz yonde etkilenir [67,71-76]. Elde edilen DNA materyalinin uygunlugu ayn
DNA’min farklh primerlerle amplifikasyon edilip edilemeyecegi test edildi. Bu
asamasinda, tesadiifi olarak UB3 klonu; primerlerden ise OPAO1, OPA12, OPBO03,
OPB08, OPB12, OPCO1 primerleri PCR reaksiyonuna sokuldu ve triinler Agarose
jel’de yuratuldu. Jel fotografi Sekil 3.3’de verilmektedir.

3.2 RAPD-PCR Kosullarimin Optimizasyonu
Reaksiyonda kullanilan DNA kalitesi kadar, reaksiyonda kullamlan
bilegenlerin igeriklerinin optimize edilmesi gerekir. Kalip DNA, MgCl,, primer,

deoniikleotidtrifosfat (dINTP) konsantrasyonlari PCR optimizasyonu igin caligilan
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parametrelerdir. Reaksiyon tiipine 2mM dNTP kangimu eklendi. Bu c¢aligmada ilk
once reaksiyon dongii kosullar1 optimize edilmistir. Bu amagla iki dongii kosulu
kullamlmugtir. Ilk déngii kosulu 94°C’de 6n denaturasyondan gegildikten sonra her
bir devri 94°C’de 30 sn, 35°C’de 30sn ve 72°C’de 30sn olacak sekilde bu devir 44
defa tekrarlanmigtir. En son olarak da 72°C’de 10dak son uzama evresine tabi
tutulmustur.  Ilk doéngii kosullaninda, optimizasyonda kullanilan DNA izolasyon
yontemleri ile elde edilen kahp DNA’larin hi¢ birinde amplifikasyon gézlenmemistir
[77]. Ikinci uygulanan RAPD-PCR dongii kosullarinda, modifiye edilen yontemle
elde edilen genomik DNA’lar uriin vermistir. RAPD reaksiyon dongii kosullan
asagida maddeler halinde verilmektedir: Artan tarzda 6n denaturasyon safhalan
uygulanmigtir. 85C’de 15san, 95C’de 5san, 92C’de ldak ve daha sonra 44x
(92C’de 55san, 37C’de 1dak, 72C’de 2dak.) ve en son olarak da 72C’de 7dak son
denaturasyona tabi tutulmustur [68]. PCR amplifikasyonlart PROGENE Termocycler
Techne (Cambridge Ltd., UK) de gergeklestirilmistir. Ikinci PCR dongii kosullan
bundan sonra amlifikasyonlarda kullanilmustir.

MgCl; konsantrasyonlar;, 0,5 mM, 1 mm, 1.5 mM, 2 mM, 3 mM, 3,5 mM
arahginda test edildi. MgCl, konsantrasyonunun optimizasyonu, UB3 zeytin klonu
ve OPB 03 primeri ile yapildi. PCR urinleri, % 1’lik Agaroz jel elektroforezinde
yuritiildi ve resmi polaroid jel makinesi ile ¢ekildi (Sekil 3.4). Buna gore; en uygun
‘MgCl; konsantrasyonu 2.5mM segildi. Kalip DNA i¢in 5 ng, 15 ng, 25 ng, 35 ng, 50
ng konsantrasyonlar: test edildi. Elde edilen bulgulara gore en uygun kalip DNA
konsantrasyonunun 25 ng oldugu belirlendi (Sekil 3.5). Primer konsantrasyonunun
optimizasyonu igin 02 pmol, 0,4 pmol, 0,6 pmol, 0,8 pmol araligt denedi ve her
birinde aym bant profili gézlendi. Buna gore ise 0,4 pl mol primer konsantrasyonu
secildi (Sekil 3.6).

3.3 Zeytin Klonlarina ait RAPD profilleri

Edremit Zeytincilik Fidanlik midurlaginden temin edilen 6 zeytin
kulturinden alman Orneklerin genetik iligkilerinin belirlenmesi i¢in RAPD-PCR
analizine tabi tutulmuslardir. UB1, UB3, UB8, UBI10, 0108, 0308 olarak

isimlendirilen bu zeytin klonlarindan modifiye DNA izolasyonu yéntemi ile genomik
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DNA lar elde edilmistir. Elde edilen DNA 6rnekleri optimize eanen sarua
dogrultusunda RAPD-PCR analizinde kullamlmigtir. Bunun ig¢in 15 adet tesadtiu
viarak segilmig 10 bazlik primerler Sigma genosys ve UBC (University of British
Colombia)’dan temin edilmistir. Bunlardan elde edilen amplifikasyon diriinieri
degerlendirildigine sadece 9 primerin tekrarlanabilir PCR irtnleri verdigi tespit
edilmistir. Bu primerler ve DNA dizileri Béliim 2’de belirtilmigtir.  Amlifikasyon
urtinleri %1 -%]1.5 oranlardaki agaroz jel elektroforezinde yiiriitilerek sonuglar UV.
iliminator altinda degerlendirilerek poloroid goriintileme sistemiyle jel fotograflan

¢ekilmigtir.

Bu primerler elde edilen amlifikasyon uriinleri sirayla Sekil 3.7 (OPAO1
Primeri), Sekil 3.8 (OPA12 Primeri), Sekil 3.9 (OPB12 Primeri), Sekil3.10 (OPCO1
Primeri), Sekil 3.11 (OPB 08 Primeri), Sekil 3.12 (OPDO! Primeri), Sekil 3.13 (A17
Primeri), Sekil 3.14 (FSJ 02 Primeri), Sekil3.15 (Wink Primeri)’de gosterilmektedir.
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Sekil 3.1 Ug farkli prosediir ile taze zeytin yapraklanindan elde edilen genomik
DNA’larin Agaroz jel analizi [63-65]. (Her bir farkli DNA markeri arasinda bir bog
hat brrakilmigtir).

Hat 1. 1 kb DNA marker

Hat 2-3. Dellaporta prosediirii ile elde edilen DNA

Hat 5. 1 kb DNA marker

Hat 6-7. CTAB prosediirii ile elde edilen DNA

Hat 9. 1 kb DNA marker ,
Hat 10-11. Modifiye edilen prosediir ile elde edilen DNAHat 11. Modifiye edilen
prosediir ile elde edilen DNA
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Sekil 3.2 Modifiye edilen prosediir ile taze zeytin yapraklarindan elde edilen bazi
genomik DNA omekleri. (4, 7 ve 10. kertikler bog birakalmugtir).

Hat 1. 1 kb DNA marker

Hat 2-3. Modifiye edilen prosediir ile elde edilen DNA

Hat 5-6. Modifiye edilen prosediir ile elde edilen DNA

Hat 8-9. Modifiye edilen prosediir ile elde edilen DNA

Hat 11-12. Modifiye edilen prosediir ile elde edilen DNA

Hat 13. 1 kb marker
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Sekil 3.3 UB3 zeytin DNA’s1 ile farkli primerlerin verdigi RAPD profili.
Hat 1. 1 kb marker

Hat2. OPA 01 Primeri

Hat3. OPA 12 Primeri

Hat 4. OPB 03 Primeri

Hat 5. OPB 08 Primeri

Hat 6. OPB 12 Primeni

Hat 7. OPC 01 Primeri

Hat 8. Negatif Kontrol
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Sekil 3.4 UB3 zeytin DNA’st ile OPAOl primeri kullamlarak farklh MgClz
konsantrasvonlarinda RAPD-PCR parametrelerinin optimizasyonu:

Hatl. 1 kb marker

Hat2. 0.5 mM

Hat 3. 1 mM

Hat 4. 1,5 mM

Hat5 2 mM

Hat 6. 2.5 mM

Hat 7. 3 mM
Hat 8. 3,5 mM

Hat 9. Negatif Kontrol
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Sekil 3.5 UB3 zeytini kullanilarak farkli DNA konsantrasyonlarinda OPAO1 primeri
ile RAPD-PCR parametrelerinin optimizasyonu

Hat1. 1 kb marker

Hat2. 5 ng

Hat 3. 15 ng

Hat 4. 25ng

Hat5. 35ng

Hat 6. 50 ng

Hat 7. Negatif Kontrol
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Sekil 3.6 UB3 zeytin DNA’st ile WINK primerine ait farkli primer
konsantrasyonlarinda RAPD-PCR parametrelerinin optimizasyonu:

Hatl. 1 kb marker

Hat2. 0,2 pmol

Hat 3. 0,4 pmol

Hat 4. 0,6 pmol

Hat5. 0,8 pmol

Hat 6. Negatif Kontrol
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Sekil 3.7 OPA 01 primeri ile elde edilen farkli klonlara ait RAPD Profili.
Hatl. 1kb marker

Hat 2. UB1 Klonu

Hat 3. UB3 Klonu

Hat 4. UB 8 Klonu

Hat 5. UB 10 Klonu

Hat 6. 0108 Klonu

Hat 7. 0308 Klonu

Hat 8. Negatif Kontrol
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Sekil 3.8 OPA 12 primeri ile elde edilen farkli klonlara ait RAPD Profili.
Hat1. 1kb marker

Hat 2. UB1 Klonu
Hat 3. UB3 Klonu
Hat 4. UB 8 Klonu
Hat 5. UB 10 Klonu
Hat 6. 0108 Klonu
Hat 7. 0308 Klonu
Hat 8. Negatif Kontrol
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Graman

Sekil 3.9 OPB 12 primeri ile elde edilen farkli klonlara ait RAPD Profili.
Hat1. 1kb marker

Hat 2. UB1 Klonu

Hat 3. UB3 Klonu

Hat 4. UB 8 Klonu

Hat 5. UB 10 Klonu

Hat 6. 0108 Klonu

Hat 7. 0308 Klonu

Hat 8. Negatif Kontrol
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Sekil 3.10 OPC 01 primeri ile elde edilen farkli klonlara ait RAPD Profili.
Hat1. 1kb marker

Hat 2. UB1 Klonu

Hat 3. UB3 Klonu

Hat 4. UB 8 Klonu

Hat 5. UB 10 Klonu

Hat 6. 0108 Klonu

Hat 7. 0308 Klonu

Hat 8. Negatif Kontrol
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Sekil 3.11. OPB 08 primeri ile elde edilen farkh klonlara ait RAPD Profili.
Hat1. 1kb marker

Hat 2. UB1 Klonu

Hat 3. UB3 Klonu

Hat 4. UB 8 Klonu

Hat 5. UB 10 Klonu

Hat 6. 0108 Klonu

Hat 7. 0308 Klonu

Hat 8. Negatif Kontrol
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Sekil 3.12 OPD 01 primeri ile elde edilen farkls klonlara ait RAPD Profili.
Hat1. 1kb marker

Hat 2. UB1 Kionu

Hat 3. UB3 Klonu

Hat 4. UB 8 Klonu

Hat 5. UB 10 Klonu

Hat 6. 0108 Klonu

Hat 7. 0308 Kionu

Hat 8. Negatif Kontrol
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Sekil 3.13 A17 primeri ile elde edilen farkh klonlara ait RAPD Profili.
Hat1. 1kb marker

Hat 2. UB1 Klonu

Hat 3. UB3 Klonu

Hat 4. UB 8 Klonu

Hat 5. UB 10 Kionu

Hat 6. 0108 Klonu

Hat 7. 0308 KlonuHat 8. Negatif Kontrol
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Sekil 3.14 FSJ 02 primeri ile elde edilen farkli klonlara ait RAPD Profili.
Hat1. 1kb marker

Hat 2. UB1 Klonu

Hat 3. UB3 Klonu

Hat 4. UB 8 Klonu

Hat 5. UB 10 Klonu

Hat 6. 0108 Klonu

Hat 7. 0308 Klonu

Hat 8. Negatif Kontrol
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Sekil 3.15 WINK primeri ile elde edilen farkli klonlara ait RAPD Profili.
Hat1. 1kb marker

Hat 2. UB1 Klonu

Hat 3. UB3 Klonu

Hat 4. UB 8 Klonu

Hat 5. UB 10 Klonu

Hat 6. 0108 Klonu

Hat 7. 0308 Klonu

Hat 8. Negatif Kontrol
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4 TARTISMA VE SONUC

Zeytin (Olea europaea L1.), boyu 10-15 m, genis tagh, Akdeniz iklimini
veunnisemis oir agagur.  Yenilebilir meyve ve yag elde edilmektedir. Tirkiye’de
kultire almman var. europaea ve var. sylvestris olmak tizere iki varyetesi vardir.
Ayrnica, yabani zeytin turleri de Akdeniz Bélgesinde yayilis alant bulmaktadir [78].
Akdeniz bolgesi kiiltiire alinan zeytinler agisindan Diinya’da %95 ini
olusturmaktadir. Zeytin agaclannin  ¢ok sayida kultire alinmmg varyetesi
bulunmaktadir. Cevresel faktorler, zeytin bitkisinin morfolojik tanimsal 6zelliklerini
etkilemektedir. Bu durum da fenotipe dayali olarak varyete tanimlanmasim oldukga
zorlagmaktirmaktadir. Bu nedenle kiltire alinmig farkhh varyeteler, ayirt
edilememesi nedeniyle yanliy adlandirlmig veya yanlis gruplandinlmugti.  Bu
yuzden zeytinde varyeteleri tamumlamak igin farkh biyokimyasal ve DNA tabanh
molekiiler markerler de kullamlmgtir. Bu markerler ¢evresel markerlere gore daha
az duyarll oldugu igin genellikle tercih edilmektedir [44-46]. Bu amagla,
Mikrosatellit markerlar bazi Ispanyol ve Italyan zeytin varyetelerinin ayirt
edilmesinde kullamlmustir. Angiolillo ve arkadaglani tarafindan kiltiire alinnus
formlan yabani formlan ve yakin tiirleri AFLP (Amplified Length polimorphism) ile
karekterize edilmigtir [43,53]. Halbuki 6zellikle Ege ve Akdeniz bolgesinde oldukga
buyiik ekonomik oneme sahip iilkemizdeki zeytin varyetelerinin molekiiler
markerlerle tanimlanmasina yonelik detayl bir ¢alisma ne yazik ki bizim bilgilerimiz

dahilinde bulunmamaktadir.

Bu caligmada, Turkiye’de ozellikle Edremit yoresinde kiltiire alinan Oleae
europaea L. var. europaea’ya dahil olan zeytin agaclan arasindaki genetik iligki
incelenmigtir. ~ Caligilan alti zeytin soylari, Tarm Koy Isleri Bakanh:, Edremit
Zeytincilik Fidanlik Merkezinden elde edilmistir. Ulkemiz yag tiretiminin bayiik bir
kismimi kargilayan bu yorede yapilan bir galimada soylara ait genel ozellikler
belirlenmigtir ve yag verimi, tane iriligi, et/cekirdek oram, periyodisite egilimi gibi
kriterlere bakilarak iistiin ozelliklere sahip zeytin klonlar1 puanlanmigtir [62]. Buna
gore Ayvalik, Edremit ve dikili alanlanimi kapsayan farkli bolgelerden 303 zeytin
agaci incelenmis buna gore periyodititesi en az, verimi yitksek 7 klon ile, yag orani

acisindan 3 zeytin klonu et/gekirdek orami agisindan segilmistir. Bu c¢alismada
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kullamilan ve ayrica iireticilerden elde edilen verilere gore en fazla toplam puan alan
6 zeytin klonu UB8, 0108, UB1, UB3, UB10 ve 0308 klonlarina ait genel 6zellikler
ve aldiklari puanlar Cizelge 1.2°de gosterilmektedir. Buradan da anlagilacagi gibi
aralarindaki genetik iligkinin belirlenmesi amaciyla segilen zeytin soylar, gerek yag
verimi, gerekse tane iriligi gibi kriterler bakimindan 6nemli bulunmustur. UBS,
0108, UB1, UB3, UBI10 klonlarinin verimi yiiksek, periyodisitesi az ve yag oram
yiiksek oldugu, 0308 klonunun ise et/cekirdek oramt agisindan en yiksek puana sahip

oldugu gorilmektedir.

Rastgele ¢ogaltilmig polimorfik DNA (RAPD) aym zamanda Arbitrarily
Primed PCR (AP-PCR) olarak da bilinmekte olan, PCR-tabanli marker sistemidir.
RAPD, rastgele segilmis kisa oligoniikleotid ile baslatilan genomik bir kahbm
¢ogaltiimasina dayali polimeraz zincir reaksiyonudur. Bu sistem farkli uygulama
alanlaninda genig bir kullamm alani bulmaktadir ve beraberinde ¢ok fazla avantaj
tasimaktadir: Tesadifi bir yontem oldugu icin kisa oligoniikleotid dizileri dizayn
edilirken spesifik DNA dizi bilgisine ya da DNA problarina gerek duyulmamaktadir.
Hibiridizasyon ve Blotlama gibi radyoaktif iglemler igermemesi, hizli, basit ve
otomasyona uygun bir yontem olmasi, RAPD’in molekiiler sistematik galismalarinda

popiilerligini artirmaktadir.

RAPD reaksiyonu sonucunda elde edilecek triin uzerinde etkili pek ¢ok
parametre vardir [20]. Bunlardan en ¢nemlileri; kalip DNA’nin kalitesi ve miktanidir
[70]. Cunkii DNA izolasyon yontemleri farkli organizmalarda farkh kalitede DNA
vermektedir. Bu nedenle, taze zeytin yapraklarindan DNA izolasyon yontemleri
optimize edilmigtir. Buna gore ii¢ farkli DNA izolasyon yontemi denenmistir.
Dellaporta’ya gore yapilan DNA izolasyon yontemi sonucunda elde edilen DNA’lan
gerek spektrofotometrik analizde gerekse de jel elektroforez analizinde protein, RNA
ve diger kirleticileriler bulunduran DNA’lar elde edilmigtir [63] (Sekil 3.1). Bitki
dokularindan dugik saflikta DNA olugmasinin en 6nemli sebeplerinden biri de
polisakkarit kontaminasyonudur [67,73]. Bu yontemle elde edilen kalip DNA’lar
RAPD reaksiyonunda her defasinda uriin vermemigtir. Ayrica bu yontem , bilyiik
hacimlerde gergeklestigi igin masrafli ve ultrasantrifiij gerektirmesi ise diger bir

dezavantajidir. Daha sonra uygulanan CTAB yontemi [64] bitkilerden DNA
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izolasyonunda yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu yoéntemle elde edilen DNA
konsantrasyonlari ¢ok dusiik c¢ikmustir (Sekil 3.1).  Yine, elde edilen DNA’lar
RAPD-PCR reaksiyonunda tekrarlanabilir amlifikasyon triinleri vermemistir. Bu
nedenle farkli bir DNA izolasyon prosediirii, zeytinin yapisi dikkate alinarak buyik
olgiide modifiye edilmistir [65]. Modifiye ettigimiz yontemle elde edilen genomik
DNA’lar RAPD reaksiyonunda iiriin vermistir. Bu yontemde modifiye edilerek
eklenen NaCl yikamas: ile, DNA izolasyonunu olumsuz yonde etkileyen
polisakkaritler ve sekonder bilesenler uzaklagtinlmistir {67]. Bu yontemin diger bir
avantaj sadece 1.5ml lk eppendorf tiplerde ¢aligilabilmesi ve ultrasantrifiy
gerektirmemesidir. Yine fazla zaman almamasi, ekonomik ve basit olmasi nedeniyle
aym anda pek ¢ok izolasyonun yapilabilmesidir. Bu durum o6zellikle populasyon
genetigi ve varyete c¢aliymalannda ¢ok Omegin aymi anda yapimas: gereken

durumlar igin bir avantaj olugturmaktadir.

RAPD reaksiyonununa uygun kaliteli kalip DNA elde ettikten sonra,
reaksiyonu etkileyen diger parametrelerinde optimizasyonu gerekmektedir. Ozellikle
kisa 10 bazlik primerlerin genomda tesadifi baglanmasi temeline dayanan bu
teknikde MgCl,, kullamlan DNA konsantrasyonu, déngii kosullari gibi reaksiyon
parametrelerinin iyi optimize edilmesi gereklidir.  Ornegin gerekenden  az
miktardaki DNA kullamimi, tekrarlanabilirli3i olmayan bant 6rneklerinin olugmasina
sebep olabilmektedir. Diger taraftan ¢ok fazla DNA kullanim ise amlifikasyonu
etkileyip, simire yol agmaktadir [20]. Diger  parametreleri ise Mg iyonu
konsantrasyonu [22-24]; primer konsantrasyonu [20-25]; baglanma sicakhig [27]
denatiirasyon, baglanma ve uzama zamanlari [28] olusturmaktadir. Bu g¢alismada ilk
once reaksiyon dongii kosullani optimize edilmigtir. Ik denenen PCR dongii
kosullarinda, [77] optimizasyonda kullamlan DNA izolasyon yontemleri ile elde
edilen kalip DNA’larin hi¢ birinde amplifikasyon gozlenmemistir. Ikinci uygulanan
RAPD-PCR dongii kosullarinda, modifiye edilen yontemle elde edilen genomik
DNA’lar uriin vermistir. RAPD reaksiyon dongii kosullar1 asagida maddeler halinde
verilmektedir (Bolim 3). Burada primerin DNA kalibina baglanmast igin gerekli
olan baglanma sicakhigt kullamlan primerin Tm degerine gore degistirilmigtir.
Kulamlacak DNA miktan da farkh DNA konsantrasyonlann kullamlarak
belirlenmistir. Kalip DNA miktan, 5 ng, 15 ng, 25 ng, 35 ng, 50 ng araliginda
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optimize edilmistir ve sonunda en uygun DNA konsantrasyonu 25 ng olarak
belirlenmistir ($ekil 3.5). MgCl, konsantrasyonunun optimizasyonu; 0,5 mM, 1 mM,
LS mM, 2 mM, 2,5 mM, 3 mM, 3,5 mM araliginda yapildi ve en uygun MgCl
konsantrasyonu, 2,5 mM olarak belirlendi (Sekil 3.4). Kullamlan primerlerin
konsantrasyonu farkli konsantrasyon araliklarinda test edilmigtir. Primer
konsantrasyonunun optimizasyonu; 0,2 pmol, 0,4 pmol, 0,6 pmol, 0,8 pmol
arahginda yapildi ve en uygun primer miktari, 0,6 pmol olarak belirlendi (Sekil 3.6),
dNTP konsantrasyonu, 2 mM; 0,04 U 7ag DNA Polimeraz ve MgCl i¢ermeyen
Ix’lik tampon kullanilarak RAPD parametreleri optimize edildi ve bu kosullar
altinda reaksiyonlar gerceklestirildi. Rastgele segilen zeytin klonuna ait kalip DNA
ile farkli primerle RAPD gergeklestirildi ve % 1 agaroz jel elektroforezinde triinler
gozlendi (Sekil 3.3). Optimizasyon tamamlandiktan sonra 15 primer RAPD-PCR
reaksiyonunda kullamlmugtir. Bunlar arasinda tekrarlanabilir band veren 9 farkh
primer tespit edilmigtir. Bunlara ait amplifikasyon triinleri (Sekil 3.7-Sekil3.15) de
gosterilmektedir.  Sekillerden goruldiga gibi primerler tim alti zeytin klonunda
ortak bantlar verdigi gibi polimorfik bantlar da vermistir. Elde edilen parlak ve
tekrarlanabilirligi olan amplifikasyon uriinleri degerlendirmeye alinmigtir. Var olan
bantlar 1, olmayan batlarda O olarak alinmustir. Elde edilen veriler kullanilarak
matris olusturulmustur. Bu matris kullanilarak zeytin klonlan arasindaki genetik ilgki

PAUP (Phylogenic Analysis using Parsinomy) 4.0d65 de degerlendirmeye alinmgtir.

Zeyin klonlan arasindaki genetik iligki Matris verileri ve UPGMA algoritim
kullanilarak dendogram elde edilmigtir ($ekil 4) UPGMA (Unweighted pair group
yontem with arithmetic mean) dendogram olugturmak igin kullamlan yontemlerden
birisidir. Elde edilen dendogramda alt1 zeytin klonu iki hat halinde toplanmugtir.
Buna gore UB1, UB3 ve 0108 genetik yapi itibariyle birbirlerine en yakin zeytin
klonlaridir. Diger klusterda bulunan UB8, UB10 ve 0308 beraber gruplanmigtir.

PAUP kullanilarak, PAIRWISE DISTANCE (Ikili karsilastirmah uzaklik)
analizi yapimis, boylece toplam karakter arasinda tespit edilen farkli karakter
durumlann klonlar arasinda incelemeye alinmistir. Genel olarak PAIRWISE
DISTANCE analizine gore klonlar arasindaki genetik farkhiligin ¢ok fazla olmadig
gozlenmistir. Bunlar arasindaki en farkli klonlar %43 ile UB1 ve 0308 klonlaridir.
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UBI1 , 0308 ile aym soy hattinda (lineage) bulunan UB10, UBS8 klonlari arasinda
%38 ve %35’lik bir genetik farklilik gostermistir. UB3’iin en fakh oldugu klon, %31
ile UB8 klonudur. UB3 ve diger klonlar arasindaki genetik uzaklik oldukga
benzerdir. UBS igin genetik yakinlik en fazla UB10 klonu arasinda tespit edilmigtir
(Cizelge 4). 0108 icin en fazla farklilk %32.8 ile UB8 arasindadir. 0308 igin ise
UB3, UBI10 ve 0108 klonlariyla olduk¢a benzer oldugu gozlenmistir (%26, %26 ve
%627).

Cizelge 4 Klonlar arasindaki genetik farkliigi gosteren PAIRWISE DISTANCE
analizi. Tablodaki yukarida bulunan iiggen ortalama karakter farkh@im, asadi
pozisyondaki tiggende toplam karakter iginde farklilik gosteren karakter sayisi
gostermektedir.

1 2 3 4 5 6
1 UBL. - 0.25000 0.35526 0.38158 0.28947 0.43421
2 UB3. 19 - 0.31579 0.28947 0.25000 0.26316
3 UBS. 27 24 - 0.28947 0.32895 0.34211
4 UB10O 29 22 22 - 0.27632 0.26316
5 0108. 22 19 25 21 - 0.27632
6 0308. 33 20 26 20 21 -

56



UB1

UB3

0108

ﬁ UB10

l 0308

Sekil 4 Alti farkh zeytin klonu arasindaki genetik iliskiyi gosteren ve UPGMA

teknigi ile aretilen bir fenogram
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OZET

BAZI ZEYTIN KLONLARINDA RAPD MARKERLERI KULLANILARAK
GENETIK ILISKININ BELIRLENMES]

Rahsan ILIKCI
Bahkesir Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii Biyoloji Anabilim Dah
(Yiiksek Lisans Tezi / Tez Damsmam: Yard. Doc. Dr. Feray KOCKAR
Balikesir, 2003

Zeytin agac1 (Olea europaea L.) temelde Akdeniz bélgesinde bulunan Kkiiltiire
alinmis bir bitkidir. Edremit, zeyincilik ve zeytinyag iiretimi acisindan Tiirkiye’de en
onemli bdolgelerden birisidir.  Bélgede sayisiz kiiltive alinmig zeytin  klonlan
bulunmakta ve bunlarm Dbiiyiik c¢ogunlugunun morfolojik olarak ayrm
yapilamamaktadir. Bu yiizden, molekiiler markerlarin kullanmm 6zellikle zeytin
klonlarmin ayirt edilmesi ve genetik iliskilerinin belirlenmesi agisindan gereklidir.

Bu calismada, Edremit Zeytincilik Fidan Uretme Merkezinden elde edilen zeytin
klonlan arasmdaki genetik ilski RAPD-PCR teknigi kullanilarak incelenmistir. RAPD
markerleri bitki tiirleri ve diger organizmalar arasindaki genetik iligkiyi belirlemede
kullanilan bir teknikdir. Fakat bitkilerden yiiksek saflikda DNA izolasyonu, farkl
bitkilerin yiiksek diizeyde polisakkarit ve polifenolik bilesikler icerdikleri icin zordur.
Bu yiizden, farkh yontemler kullanilarak RAPD-PCR icin uygun olabilecek modifiye

-DNA._izolayon yontemi- gelistirildi. En-iyi reaksiyon kosullarmm belirlemek amaeryla—

RAPD-PCR reaksiyonlar: optimize edildi. Farkh zeytin klonlarinim modifiye prosediirle
elde edilen DNA’lar ve 9 farkh 10 bazhk primer kullamlarak RAPD-PCR reaksiyonlar
gerceklestirildi. Jel elektroforezi sonucunda elde edilen amfiliye edilen bantlar arasinda
var ve yok olan bantlar degerlendirildi. Zeytin klonlan arasinda genetik iliskinin
belirlenmesi i¢inde ayrica Pairwise Distance analiz de yapildi ve UPGMA algoritmas:
kullanilarak bir fenogram olusturuldu.

ANAHTAR SOZCUKLER: Olea europaea, Tiirkiye, Zeytin, RAPD, genetik cesitlilik.



ABSTRACT

DETERMINATION OF GENETIC DIVERSITY FROM SOME OLIVE
CULTIVAR USING RAPD MARKERS

Rahsan ILIKCI
Balikesir University, Institute of Science, Department of Biology
(MSc. Thesis / Supervisor: Dr. Feray Kockar)
Balikesir- Turkey, 2003

Olive tree (Olea europaea L1.) is a cultivated plant mainly localized in
Mediterranean region. Edremit is one of the most important regions in Turkey for the
production of olive and oil olive oils. There are numerous cultivars in the region, which
most of them cannot be identified by phenotypic markers. Therefore, the use of the
molecular markers is required for identification and genetic relationship for the olive
clones.

In this study, genetic relationships of six olive clones obtained from Edremit
Olive Germplasm Center were investigated using RAPD markers. Random Amplified
Polymorphic DNA (RAPD)-PCR is a technique that can distinguish the genetic
relationship amongst plant species and other organisms. However, isolation of high
quality DNA from plant is difficult due to high level of polysaccharides and other
substances that can interfere particularly RAPD-PCR reactions. Therefore, the genomic
DNA suitable for RAPD-PCR reaction was optimized using different methods. The
RAPD-PCR reaction parameters were optimized in order to obtain the best reaction
conditions. The genomic DNA of different olive clones obtained from a modified
procedure were subjected to RAPD PCR reaction using nine 10-mer primers. The
absence and presence of the bands have been determined amongst the amplified
patterns obtained from agarose gel electrophoresis. Pairwise Distance analysis have
been also performed in order to evaluate the genetic relationship between olive clones
and fenogram has been obtained using UPGMA algorithms.

KEY WORDS: Olea Europaea, Turkey, Olive, RAPD, genetic diversity.



