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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

HATAY’DA YETISEN TRABZON HURMASININ (Diospyros kaki L.)
RAPD (RASTGELE GOGALTILMIS POLIMORFIK DNA) ANALIZI

Merve GUNERI

Ankara Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dali

Danigmani: Yrd. Dog. Dr. E. Siimer ARAS
Es Damgman: Prof. Dr. Gokhan SOYLEMEZOGLU

Bu ¢galigmada Hatay ili ve gevresinde yetisen Diospyros kaki L.’ nin 18 ayn
bireyinin RAPD analizi ile genetik akrabalik aragtirmas: yapilmistir,

RAPD teknigindeki gerekli olan ilk agama DNA izolasyonu olup ¢alismada
gesitli yontemler denenmis ancak bitkinin fenolik komponentlerinin yogun
olmasindan dolay1r diger bitkiler i¢in kullaniimis olan farkli saflagtirma
teknikleri bu bitki igin bagarihi olmamis ve bitkiye 6zgii yeni bir saflagtirma
teknidi geligtirilmigtir.

Aragtirmanin PCR agamasinda 10 adet dekamer primer kullamlmistir. Bu
primerlerin hepsi polimorfizm gostermigtir. 13 ve 5 numaral: bireyler
(Karakdse Koyli ve Yayladag merkezden alinan bireyler) 0,611 en digiik
benzerlik indeksini vermigtir. 15 ve 4 numarali bireyler ise (Hisarcik K8yt
Goneysoglit Koylerinden alinan bireyler) benzer gekilde 0,639 en diisitk
benzerlik oranini vermigtir. 2 ve 3 numarah bireyler (Kocaman Koyl ve
YayladaB: merkezinden alman bireyler) 0,89 ile en yliksek benzerlik
indeksini vermiglerdir.

2005, 51 sayfa

ANAHTAR KELIMLER: DNA Izolasyonu, Diospyros kaki L., PCR,
RAPD, benzerlik indeksi, dendogram



ABSTRACT

Masters Thesis

RAPD (RANDOMLY AMPLIFIED POLYMORPHIC DNA) ANALYSIS
OF HATAY PROVINCE PERSIMMON (Diaspyros kaki L.)

Merve GUNERI

Ankara University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology

Supervisor: Asst. Prof. Dr. E. Siimer ARAS
Coadviser: Prof. Dr. Gokhan SOYLEMEZOGLU

In this study, genetic relationships among Diospyros kaki L. growing
around Hatay province in Turkey were assessed by randomly amplified
polymorphic DNA (RAPD) assay. Ten decamer primers tested. Also one of
the limited studies about this plant, on this area in our country.

The first stage of RAPD, is the isolation of DNA. In this different methods
were tested. Becouse of the concentrated phenolic compounds, these
extraction methods were not successful. For this reason a DNA
isolationmethod was developed special to persimmon.

In PCR stage were used 10 decamer primers were tested. All of primers
showed polymorphism. The lowest similarity obtained was found between
samples 13 and 5 (Collected samples from; Karakdse village and center of
Yayladag) with a value of 0,611. On the other hand, 15 th and 4th samples
(Collected samples from; Hisarcik village and Giineysdpiit village) gave the
similiar low value of 0,639. Samples npumber 2 and 3 (Collected samples
from; Kocaman village and center of Yayladag:) gave the highest similiarity
ratio of 0,89.

2005, 51 pages

KEY WORDS: DNA Isolation, Diospyros kaki L., PCR, RAPD, similarity
index, dendogram
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1. GIRIS

Trabzon hurmasi (Diospyros kaki L.) anavatani Cin olan ve Uzak Dogu
Ulkeleri ile ABD’nin baz: blgelerinde yetistirilen meyve tiirlerinden biridir
(Onur 1990). Turtn 6zellikle icerdigi mineraller ve vitaminler agisindan
zengin besin deeri, bir gok llkede yetigtiriciligini yaygmlastirmaktadir
(Tuzcu ve Yildirim 2000).

Turkiye’ye hangi tarihte getirildiZi bilinmemekle birlikte, ¢ok eksiden beri
Trabzon hurmasi yetigtiriciligi yapilmaktadir (Onur 1990). Bir subtropik
iklim meyvesi olan Trabzon hurmasi, dlkemizde en ¢ok Akdeniz
Bolgesinde yetistirilmektedir. Bu meyve tiirll, kisin yapraklarmi doktiigi
icin daha serin bolgelerde de, 6zellikle Karadeniz, Ege ve Marmara
Bdlgelerinde yetistiricilifine rastlanmaktadir.

Subtropik meyveler grubu igerisinde yer alan Trabzon hurmasimin taze
tiketimi diginda kurutularak, dondurularak, pasta, dondurma, regel ve
marmelat yapiminda kullaniimasi ve endistride gesitli kullamim alaniar
olan tanen bakimindan da ¢ok zengin olmasi, bu meyveye ilginin artinasma
neden olmustur (Onur 1995).

Odunsu bitkiler grubunda yer alan tirlin yetigtiricilifinde dtinya
siralamasmnda 10. swada olan llkemizde baslica yetigtiricilik alanlaring;
Akdeniz, Karadeniz ve Marmara Bolgeleri olugturmaktadir. Istatistiksel
olarak 10 000 ton civarmndaki firetimin % 80’ini (8 000 ton) Akdeniz
Bolgesi karsilarken % 20’lik payr diger bolgeler paylagmaktadir. Iller
bazinda dustiniildigiinde ise, Hatay ili 3762 ton ile iilke firetiminin %
37’sine sahiptir. Bunu daha diigiik oranlardaki degerleri ile Adana ve
Mersin illeri izlemektedir (Anonim 1992, Onur 1990, Ozcan 1994).

Ulkemiz Trabzon hurmasi iiretiminde bugiin igin tretici ilkeler arasinda
tnemli bir yer almamakla birlikte, iklim ve toprak kogullar1 dikkate
alindiginda yetigtiricilik ybniinden uygun bir ckolojiye sahip oldugu
gorulmektedir (Onur 1990). Ulkemizde Trabzon hurmasi yetigtiriciliZinin
diger tirlinlerle kargilagtirddiginda tiretimin ¢ok az oldugu ancak, yillara
gbre Snemli artiglarin oldugu goriilmektedir. Nitekim; 1994 yilinda 9300



ton olan iiretimimiz, 2002 yilinda 15 000 tona ulagmgtir (Seker ve Toplu
2003).

Cizelge 1. 1. Caligmada kullanilan bireylerin alindif1 merkezlerdeki iiretim

degerleri (Anonim 2002)
Toplu Meyvelikler Daginik Agag Sayisi
Kap- | Meyve I{,/I:g:_ Toplam | Agag
. ladt | Veren en Meyve | Meyve Meyve | Basma Oretim
Ilge Adr a1 Yasta § asta Veren | Vermeyen | Veren | Ortalama (ton)
Alan | Afag Abag Yagta | Yasta Agag Verim
(ha) | sayisi f Sayist | (kg/agag)
340,
Harbiye o 90000 | 4000 46000 | 3160 136000 | 15 2040
Belen 64,4 | 18700 |2552 25157 {3739 43857 |25 1096
Samandag 19800 | 2200 19800 |50 450
Yayladag1 | 44,0 | 8000 750 5500 3100 13500 |15 202
Iskenderun 3400 [ 500 3400 |40 135

Trabzon hurmasi gesitlerinin ¢ogunun kis dinlenme ihtiyaglan 7.2 "C’nin
altinda 200-400 saat kadardir. Bu soguklama ihtiyacint bitki Hatay ilimizde
¢ok rahat bir gekilde kargilamaktadir. Akdeniz Boigesi kiy: seridinde odun
gbzii stirmesi mart aymm ilk yarisinda, gigeklenme ise nisan sonlarinda
olmaktadir. Trabzon hurmalan ge¢ ¢iceklendikleri igin ilkbahar geg
donlarindan etkilenmezler. Cesitlerin meyvelerini olgunlastirabilmeleri igin
140-160 giin gibi uzun bir zaman aralifma ihtiyaglar1 vardir. Sertken
yenilebilen gesitler, meyvelerini olgunlagtirabilmeleri igin digerlerine gore
daha fazla sicakhik toplamma ihtiyag duyarlar. Trabzon hurmalan ytksek
hava nemi isterler ve en kaliteli meyveler nemli bdlgelerden elde edilir. Bu
kosullar ilimizde ve Akdeniz Bolgesinin sahil kesimlerinde gok rahat bir
sekilde kargilanmaktadir. Bunlarin yaninda Hatay insaninin damak tadma
uygun bir meyve tiirit olmast, yetistiriciliginin bblge insam tarafindan gok
iyi bir gekilde biliniyor olmas: Trabzon hurmasmin Hatay’da diger bolge ve
illerimize gore ¢ok daha fazla yetistiriliyor olmasmm temel nedenidir.




Uzak Dogu Asya Ulkeleri diginda Trabzon hurmasi meyve firetiminin ve
tikketiminin gok diigiik olmast, bu meyve tiirilne olan ilginin artmast
yoniinde bazi iilkelerin elinde ciddi firsatiar olduunu gostermektedir.
Bunun bagarilabilmesi i¢in buruk olmayan, tohumsuz, sert etli ve dig
gbriniig itibariyle parlak, kirmizi renkli ve homojen irilikte, tasimaya ve
muhafazaya dayanikh meyvelerin bol miktarda tiretilmesi ve bunlarin
lezzet, kuru madde ve meyve yapisi gibi 6nemli parametreler bakimmdan
tiiketiciyi tatmin etmesi gerekmektedir (Seker ve Toplu 2003).

Trabzon hurmas: sistematik simflandirmada 4 tiir ierir ;

1- Diospyros kaki L. : Meyveleri taze veya iglenerek tiiketilen tlim Trabzon
hurmasi gegitleri bu tlir igerisindedir. Kékeni Cin’dir

2- Diospyros lotus L. : Kokeni Asya’dir ve sadece anag olarak degeri vardur.
Tanen kaynagi olarak da kullaniimaktadir.

3- Diospyros virginiana L. : Kokeni Kuzey Amerika’dir. Sadece anag
olarak degeri vardir.

4- Dijospyros oleifera Cheng. : Kokeni Cin’dir. Tanen kaynag:i ve anag
olarak kullamlmaktadr.

Cizelge 1. 2. Diospyros cinsinin taksonomideki yeri

Sube Magnoliophyta
Sipaf Magnoliopsida
Altsinif Dilleniidae
Takim Ebenales
Aile Ebenaceae
Cins Diospyros

Bitkinin aBa¢ yapisi gesitlere gére degigmekle beraber, 8 metreye kadar
biiytyebilen agaglar olugturabilen bir tiirdiir. Dik, yan dik ve yayvan tag
sekilleri olusturabilir.



Kok, baskin bir kazk kék ve az miktarda sagak kék yapisindadirlar.
Diospyros kaki L. tiirii nemli toprak kogullarina diger tiirler kadar dayanikli
degildir. Diospyros kaki L. digindaki tiirlerin anag olarak kullamilmasmin
sebebi budur (Miller ve Crocker 1992). Basit yaprakh bir tiirdiir ve yaprak
sekli oval yada sivri olmaktadir. Yaprak kenarlar: diizdiir. Yapraklar ve orta
damar kalm, yaprak sap1 kisadir (Tuzcu 1998).

Agaclarmda erdisi gigek, disi ¢igek ve erkek gigek olmak lizere 3 tip gigek
bulunmaktadir. Baz:1 gegitler yildan yila degisen oranlarda erkek ve disi
cicekler olugturmaktadir. Bazi yillar erkek giceklerin sayist oldukca fazla,
baz1 yillar ise oldukga az erkek ¢igek olugur. Diizenli olarak ¢ok sayida
erkek gicek olugturan gesitler tozlayici olarak kullanilir (Kitagawa ve
Glucina 1984).

Diospyros kaki L. tiiriinde yer alan Hachia ve Fuyu gegitleri filkemiz dahil
diinyada en ¢ok yetistirilen gegitlerin baginda gelmektedir. Bununla birlikte,
tilkemizin tiire ait genetik potansiyelinin ¢ikanlarak, Ustiin ozellikli
bireylerin segilip gesit olarak belirlenmesine yonelik g¢aligmalar oldukga
kisithdir. Bu yondeki galhigmalarin tamammimn Karadeniz Bolgesinde
yogunlagtiriimasi ise (Onur ve Onur 1996), firetimde biiylik paya sahip
Akdeniz Bolgesindeki caliymalarm yetersizliginin bir gostergesidir.
Halbuki, iilke tiretiminin % 37’sini kargilayan Hatay ilinde, tiire ait zengin
potansiyelin dncelikle incelenerek, gesit adaylarimn belirlenmesi tilkenin
adina tescil edilecek iistlin dzellikli gesitleri segme yansim artiracaktir.

Trabzon hurmasinin 1slahi ele alinirsa; aragtiric: verimli, erken olgunlagan,
iri meyveli, buruk olmayan, meyve eti sert olan, vitamin A igerigi yiksek
olan, muhafazaya dayamklibk gibi ozelliklerin tamamm bir bitkide
arayabilecegi gibi sadece verimlilik, iri meyvelilik gibi tek bir dzelligi de
hedef edinebilir.

Meyvecilikte seleksiyon islahinda amag, yukarida belirtildigi sekilde sadece
meyve dzellikleri olmayabilir. Yani bitki 8zellikleri de, tag iriligi, tag sekli,
hastaliklara dayamkhilik durumu, zararlilara dayamklibk durumu, uygunsuz
ekolojik kogullara dayaniklibk (kiregli toprakiara, nematodlu topraklara,
gok soguk iklimlere dayamklhilik gibi) gibi agac¢ 6zellikleri de aragtiricinin
segim kriterlerinden olabilir.



Bahsedilen bu gibi zelliklere sahip Trabzon hurmas: bitkilerinin bulunma
sansi bitki sayis1 arttikga artacaktir. Bu agidan Hatay, agag varhifindaki
fazlalik nedeniyle bu gansa sahip demektir.

Bir populasyonda bulunan bitkilerde genetik yapmin ayni olup olmadifini
anlamanin klasik i1slahta simdiye kadar kullanilan tek bir yolu olmustur. Bu
yol, aym ekolojik kosullarda ve aym bakim kogullaninda bitkileri
yetigtirmek ve morfolojik, fenolojik, pomolojik dzelliklerini incelemektir.
Bu iglemler hem uzun bir siire almakta ve hem de g¢ok masrafli islemlerdir.
Ancak son yillarda RAPD, SSR, RFLP, AFLP gibi molekiiler analiz
yontemlerinin geligtirilmesiyle gerek siire ve gerekse de masraflar gok
kasalmagtir.

Molekiiler biyolojide DNA teknolojisinin en geniy kullamm alanlarmdan
birisi de tarimsal uygulamalardir. Tarimsal biyoteknoloji, bitki
biyoteknolojisi, yetistiricilifi ve islahi ile ugraganlar i¢in yeni ve oldukga
genis bir galiyma alam olusturmustur. Bu nedenle molekiiler belirteglerin
kullanimm ve gen transferi ydntemleri hizli bir geligim igine girmigtir.

Ozellikle tanimlamada kesin sonug, uygulamada kolaylik ve ekonomiklik
saglayan belirteclerin yenilerinin bulunmasina ve geligtirilmesine dair
calismalar hizla stirdtiriilmektedir.

Yapilan degerlendirmeler sonucu Trabzon hurmasina yonelik bir seleksiyon
galismasinm ilde tam anlami ile baglatilmadigi, fakat bu ybndeki
girisimlerin yapildig1 belirienmistir (Bayazit 2001).

Yapilan galigma Hatay’in ¢esitli bolgelerinden almmug bireylerden elde
edilen sonuglardan yola ¢ikarak bblgede yetistirilen Trabzon hurmalarmin,
akrabalik durumlar: hakkinda bilgi vermesi agtsindan Snem arz etmektedir.

Bu galigma ile tiriin Hatay ili bazindaki dagihmi dikkate alnarak, olasi
gesit ve tip zenginligi molekiiler diizeyde DNA belirteclerden RAPD



(Randomly Amplified Polymorphic DNA) teknigi ile incelenerek, ele alman
popiilasyonun genetik benzerlikleri ve farklihklar: aragtiriimigtir.

Ulkemiz bir gok meyve ve sebze tirliniin anavatam1 olup bunlarm
yetistiriciliginde diinya siralamasinda 8nemli paylara sahiptir. Ancak tiirlere
ait mevcut potansiyelimizin deBerlendirilmesi, her bir genotipe ait
dzelliklerin belirlenerek, bu dogrultuda tiretimde kullaniimas ile orantilidir.
Bu amaca ydnelik ¢aligmalarda ise, tiirlere ydnelik seleksiyon galigmalari 6n
plana ¢ikmaktadur,

Eger s6z konusu tlir gok yilik ve genig adaptasyon alanlarina sahip ise,
segim c¢aligmalarindaki giglilkler o derece artmaktadir. Bu caligmalar
sonunda segilen bireyin Ozellikle fenolojik agidan benzerlikler g8stermesi
ve morfolojik karsilastirmalarla kesin olarak Dbirbirlerinden ayirt
edilememeleri ise, se¢im g¢aligmalarinin en Snemli dezavantajidir. Bu
nedenle lilkemizde ¢ok yiulik bitkilerde yapilan bir gok seleksiyon
caligmasinda tanimlama agisindan kesin verilere ulagilamamaktadir.

Yapilan kaynak taramalarmndan, ilkemizde Trabzon hurmasina ait
seleksiyon ¢aligmalarinin Karadeniz Bolgesinde tammlanmig ve 44 tipin
belirlenmis oldugu anlagiimaktadir (Onur ve Onur 1996). Ancak bu tiplerin
genetik anlamda  birbirlerinden farkliliina ybnelik caligmalara
rastlanmamigtir.

Bu bilgiler 15131 altinda arastrma konusu olan Hatay ilinde, Trabzon
hurmas: genetik farkhlik ve benzerliklert materyal toplama esnasmda olast
morfolojik farkliliklar1 da gbz Gniine ahnarak degerlendirilmis ve tiirde
seleksiyon ve genetik tanimlama caligmalar: i¢ ige yiirtitillmugtiir.

Caligmanin Snemini; ele alman tiplerde se¢im siiresinin kisaltilmas1 ve
DNA diizeyindeki verilerle kesin kimlik tanilarmin belirlenmesi
olusturmugtur. Bu bélgede tiirde ileride yiiriitillecek segim galiymalarinda da
on bilgi saglayacaktir. Ayrica bu galigmada gelistirilen DNA izolasyon
metodu ile kullamlan primerlerden uygun kombinasyonlarin belirlenmesi,
tirde az sayida gergeklestirilmiy (Nakamura ve Kobayashi 1993), (Luo et
al. 1995) aragtirmalar1 desteklerken, tilkemizde DNA diizeyinde yapilacak
gahgmalarda dnciiliik sajlanmasi beklenmektedir.



2. KURAMSAL TEMELLER

Belirteg, genetik ve molekiiller agidan tammlandifinda; DNA’min bir
pargasiny, diger bir deyisle belirli bir genle kalitilan bir DNA pargasi ifade
eder. Ashnda tamimlanan bir gendir, ancak genomun belirli bir noktasim
igaret ettifinden belirteg denmigtir. Molekiiler belirtegler, esas olarak
kullanilan hiicresel materyale gore degisim gosterir. Bu belirtegler protein
ve DNA olabilir. Giinlimiizde kromozom haritalamalan ve klasik islah
yontemlerinin  etkinliinin artirilmasi olmak {izere gen kaynaklarmmn
karakterizasyonu, evrimsel gelisim analizi, transformasyonda bagan
diizeyinin belirlenmesi gibi konularda da izla kullamima girmislerdir (Ergiil
2000).

Populasyonlarin genetik yapisinin belirlenmesi igin yapilan ilk ¢ahiymalar
morfolojik Hzelliklere dayanmaktadr. Genetik cegitlilifin  tamam
morfolojiye yansimaz. Morfolojiden gelen bulgular her ne kadar
populasyonlarin ayirt edilmesinde kullamlmigsa da, genotip- ¢evre
etkilesimleri ve bir genin birden fazla lokus tarafindan belirlenmesi gibi
durumlardan dolayi morfoloji yeterli olmamaktadir. Morfolojik karakterler
kullanilarak yapilan galismalar giiniimiizde gelistirilmis tekniklerle yapilan
galigmalara gore daha az sayidadir. Yeni teknikler 6zellikle bitki ekolojisi
aragtirmalarmin hizlanmasimi saglamigtir (Cruzan 1998).

Belirtegler iki grupta toplanir;
1. Protein belirtegler: izoenzimler

2. Molekiiler ya da genetik belirtegler: DNA belirtegleri (RAPD, RFLP,
AFLP, SSR vb.)

2.1. Protein Belirtecler (izoenzimler)

Protein ve DNA temelli belirtegler genel olarak molekiiler belirtegler olarak
adlandirihirlar. Kullanilmaya baglanmalan 1960°h yallar olup izoenzimler en
yaygmlaridir (Markert ve Moller 1959). Metabolizmada tiire ve hiicreye
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Ozgh bir enzimin aym biyokimyasal olaylar katalize eden ancak degisik
genler tarafindan kodlanan, farkh elektrik yiiklii goklu formlar: izoenzim
olarak tamimlanir (Rothwell 1988).

Izoenzim- protein belirteglerin aragtirilma tekniginin esasim, bir enzimin
uygun substrat ve kofaktérler ile gerceklestirilen reaksiyon uriinlerinin,
tirline 6zgii uygun boyama ve elektroforez ybntemleri ile agiga ¢ikariimas:
olugturmaktadir. Izoenzim analizleri bitki ve hayvan islahinda, genetik
yapinin  incelenmesinde, evrimsel akrababklarin  aragtirilmasinda,
populasyonlar aras1 genetik cesitliligin belirlenmesinde kullanilan en hizli
ve etkili metotlardan birisidir (Ergiil 2000).

Trabzon hurmasi anavataninin Uzak Dogu olmasmdan dolay: bitkiyle ilgili
yapilan g¢ahgmalar genellikle bu bolgede yoZunlagmigtir. Literatiirde,
Trabzon hurmas: ile ilgili izoenzim ¢ahiymasmmn bu blgeye ait tamimlama
caligmalan i¢in yapildi1 gorlilmiigtlir (Sugiura ef /. 1988). Bunun {izerine
DNA’ya dayah teknikler iizerinde yogunlagilmigtir.

izoenzimler, morfolojik karakterlendirilmelere gore oldukca etkili
olmalarina ragmen bazi dezavantajlari vardir. Bunlar; sicaklik, stres
kogsullari, hastalik gibi faktdrierden etkilenmeleri, etkili olduklar1 yer ve
mevsimsel deBismelere gore farkhillk gostermeleri ve izoenzim
sistemlerinin (lokus ve allellerin ) sayica azlifidir (Meredith 1992, Thomas
etal 1993).

Belirteglerden izoenzimler, kalitimda kodominant olup hem hizli sonug
verir hem de ekonomiktirler. Bunlarin yam sira simirh ditzeyde polimorfik
bant eldesi ve her bir izoenzim belirteci igin ayr1 bir boyama isleminin
zorunlulugu gibi dezavantajlari da vardir ( Bernatzky ve Tanksley 1989).

2.2. DNA Belirtegler

Bu beliriecler tanimlama ¢alismalarinda daha dogru ve net sonuglar veren
ve bitki slahinda kullamlan belirteglerdir. Bunlar aralarinda; hibridizasyona
dayali DNA belirtegler, PCR (Polymerase Chain Reaction )’a dayah
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belirtegler ve ESTs (Expressed Sequence Tags) belirtegler olarak
smiflandirilirlar.

2.2.1. Hibridizasyona dayah DNA belirtecler

Bu grupta yer alan belirtegler igerisinde en 6nemli olam1 RFLP (Restriction
Fragment Length Polymorphism- Enzimlerle Kesilen DNA Pargaciklarinin
Uzunluk Polimorfizmi) teknigidir. Restiksiyon endonilkiezlarla kesilen
DNA’dan olugan parcaciklarin, agaroz jel elektroforezi ile ayrlarak,
‘southern blot’ teknigi ile uygun bir membrana aktariimas: ve radyoaktif
isaretlenmig bir prob ile hibridizasyonunun yapilarak, bitki tiir ve gegidine
Ozgit kesimleme bantlarinin belirlenmesi, yontemin agamalarim
olugturmaktadir (Ergiil 2000).

RFLP belirtegleri izoenzim belirtegler bulunan bir ¢ok dezavantaja sahip
olmamasina ragmen, ¢ok pahali ve yofun iggiicii gerektiren bir teknik
olmas1 ve ¢ogfunlukla ¢DNA (Bir mRNA {iriini kodlayan dizilere
komplementer DNA) problar1  kullanilmasi nedeniyle, genomda kodlama
bolgelerinin gogunlukia smirli kalmasi ve radyoaktif madde kullanma
zorunlulugu gibi dezavantajlari vardir (Malyshev ve Kartel 1997).

Bireyler arasindaki genomik farkliigim yaninda, kesimleme bolgesinde
meydana gelebilecek baz degisimleri (mutasyon vb.), metilasyonlar ile egit
olmayan krossing-over ve replikasyon kaymalari polimorfizme neden olan
diger sebeplerdir (Chao et al. 1989).

Teknigin en Snemli asamast problarin segilmesidir. Bu amagcla rastgele
genomik veya cDNA kiitiiphanelerinden olugturulan homolog ve heterolog
problar kullanilmaktadir (Striem ef al. 1990, Gogorcena et al. 1993, Kochert
1994).

Trabzon hurmasinda daha énce yapilmis mitokondrial DNA (mt DNA) ve
kloroplast DNA (cp DNA)’sinda yapilan RFLP ¢alismalarinda 16 SrneSin
filogenetik iligkisi ve evrimsel baglantilar1 tespit edilmigtir (Nakamura ve
Kobayashi 1993).



2.2.2. PCR (Polymerase Chain Reaction- Polimeraz Zincir
Reaksiyonu)’a dayah DNA belirtecler

Polimeraz Zincir Reaksiyonu; spesifik bir DNA pargasmin kopyalarinin
primerler tarafindan y®nlendirilerek, enzimatik olarak sentezlenmesi
seklinde tanimlanan in vitro bir yontemdir. PCR teknigi ile istenilen genler
yada DNA dizilerinin replikasyonu hizlandirilmis bir gekilde gergeklesir.
Yaklagik 30 dongii sonunda istenilen DNA milyarlarca kez kopyalanmig
olur. PCR teknifi DNA’ya dayah belirteglerin gelistirilmesine temel
olmustur. (Mullis ef al. 1986). Giinlimiizde uygulama ve teme] prensipleri
itibari ile ¢ok degisik PCR belirtegler bitki islahinda yaygin olarak
kullaniimaktadir. Bunlardan bazilan;

- AFLP(s) (Amplified Fragment Length Polymorphism(s)-
Cogaltilmug DNA Parcaciklan Biiyiikliigt Polimorfizmi)

-SSR (Simple Sequence Repeats- Basit Dizi Tekrarlar1)

-  SCAR(s) (Sequence Characterized Amplified Region(s)-
Belirlenmig ve Cogaltilmig Dizi Bslgeleri)

-  CAPS (Cleaved Amplified Polymorphic Sequence- Kesilip
Cogaltilmig Polimorfik Diziler)

-  RAPD(s) (Random Amplified Polymorphic DNA(s)- Rastele
Cogaltilmig Polimorfik DNA)

AFLP(s) (Amplified Fragment Length Polymorphisms(s)- Cogaltilms
DNA Pargaciklan Bliyiikligi Polimorfizmi)

Kesimleme enzimleri ile kesilmiy DNA parcalarinin  selektif
amplifikasyonuna dayanmaktadw. AFLP; PCR ile RFLP tekniBinin
kombinasyonudur. Primerler hem diziye 6zgii hem de rastgele olabilir.
Teknigin uygulama agamalar1 §8yledir;

1. DNA spesifik kesimleme enzimleri ile (ECoR1/ Mse I) kesilir.
Kesilen pargalar biyotinle igaretlenmis iki adaptdr ile bir DNA
ligaz vasitas: ile birlestirilir.

2. PCR ile yapstirilan adaptdrlere uygun primerler ve kesimleme
fragmentler bir 6n gogaltma islemine tabi tutulur.

10



3. Radyoaktif olarak igaretlenen ©zel primerler ile gergek
amplifikasyon saglamr. Sonuglar poliakrilamid jel elektroforezinde
gorintiilenir. Poliakrilamid jel bir baz uzunlugunu dahi ayirt
edebilecek niteliktedir. Goriintiilemede glimiiy boyama da
kullanilabilir (Ergiil 2000).

SSR (Simple Sequence Repeats- Basit Zincir Tekrarlar)

DNA’da sik tekrarlayan basit dizilere verilen diger bir isim de
mikrosatellitdir. Mikrosatellitler, 20 kb uzunluktaki tekrar Uniteleri igerir.
Okaryotik kromozomlarda yaygin sekilde bulunurlar. (GA), (CA), (AT),,
(ATA), , (CTT),, (GATA), gibi ¢ekirdek dizileri igerir. 'n' deBeri ardigik
tekrar sayisii belirtmektedir. Tekrarh bolgelerin her iki yanindaki dizilere
komplementer primer kullanilarak bu bolgeler g¢ogaltilirlar Ard arda
tekrarlanan zincir eleman: sayisindaki fark bireyler arasindaki fark: belirler.
Lokusa dzgii olmalari tercih sebebidir (Weising ef al. 1995).

SCAR (Sequence Characterized Amplified Region(s)- Belirlenmis ve
Cogaltilmiy Dizi Bolgeleri)

Belirli buytikliikteki bir RAPD bandimin klonlanmasi ve ug bolgelerinden
dizi belirlendikten sonra, bu fragmente ySnelik orijinal RAPD primerini de
igeren, primer ¢ifileri ile geligtirilen kodominant belirteglerdir (Paran ve
Michelmore 1993).

CAPS (Cleaved Amplified Polymorphic Sequence- Kesilip Cogaltilmis
Polimorfik Diziler)

Kesilmis gogaltilmig polimorfik diziler olup, PCR iriinlerinin kesimlenmesi
ile olugturulmus DNA pargalarmin uzunlugundaki degigimlerle saptanan
genetik varyasyondur. Kodominant belirteglerdir (Staub et al. 1996).
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RAPD(s) (Random Amplified Polymorphic DNA(s)- Rastgele
Cogaltilmis Polimorfik DNA)

PCR’a dayali belirtegler baglangicta dizisi bilinen DNA bdlgelerini ¢ift
primer kullanmak suretiyle ¢ogaltma temeline dayaniyordu. Daha sonralan
dizilerin belirlenmesinde baz1 problemlerin ortaya ¢ikmasi, genom boyunca
kisitls bolgelerin dizilerinin bilinmesi gibi dezavantajlardan dolay1 zamania
oligoniikleotidlerden (primerlerden) daha pratik bir gsekilde yararlanma
yoluna gidilmigtir.Bu amagla RAPD tekniBi geligtirilmigtir (Williams et al.
1990).

Bu teknikte rastgele segilen primerlerin (oligoniikleotidlerin) genomik
DNA iizerinde birbirine kargit noktalardaki komplementer bdlgeleri
bulunur, Bu ara bdlge ¢ogaltilarak bireyler arasindaki polimorfizme bakihr.
Diger PCR uygulamalarinda genellikle iki primer kullanilirken RAPD’de
bir tane primer kullanilir. PCR tirtinlerine agaroz jel elekiroforezi uygulanir
(Welsh ve McClelland 1990).

Giiniimiizde Trabzon hurmasi ile ilgili yapilan RAPD caligmalan oldukca
smirh sayidadir. Bunlardan bir tanesi Trabzon hurmasinin iki tiiril olan
Diospyros kaki ve Diospyros lotus OPA-6 ve OPA-8 oligoniikleotidleri
tarafindan iki tir DNA diizeyinde ayrilmigtir (Luo ez al. 1995).

Ulkemizde yapilan bir galismada ise RAPD belirtegleri kullamlarak
Karadeniz Bélgesi’nde bulunan 7 bireyin ve Hachia ile Fuyu gesitlerinin
genetik benzerlik oran: ortaya konmugtur (Polat et al.1999).

Bu ¢alisma, Hatay ilinde yapilan Trabzon hurmasina ait ilk ¢aligmadr.

RAPD belirtegleri ile ¢ok yiiksek diizeyde polimorfik bant elde edilebilir.
RFLP’ye gbtre daha ucuz, hizh bir teknik olmas: ve radyoaktivite
gerektirmemesi ve ¢ok az miktarda DNA gerektirmesi gibi 6zelliklerinden
dolay1 gen haritalarinin ¢ikariimasinda da yaygin olarak kullanilmaktadir
(Grattapaglia ef al. 1992, Paran ve Michelmore 1993, Hemmat ef al. 1994,
Malyshev ve Kartel 1997).
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Teknigin temel prensibi; PCR optimizasyonunu saglamak, uygun primer
se¢mek ve agaroz jelinde goriintiilenen bantlar igerisinde kuvvetli olanlar
degerlendirmeye almaktir. Bir gok degisik bitki 6rnefinde denenmis bir
tekniktir (Waugh ve Powell 1992, Erglil et al. 2002, Aras 2003).

Teknigin avantajlari sayesinde bir ¢ok bitkinin tiir igi genetik yakmliklan
aragtirilmigtir. Bunlara ornek olarak, domates (Williams ve Clair 1993),
arpa (De Bustos ef al. 1998), tizim (Ergtl ve ark 2002), kugburnu (Aras
2003) ve glillerde genetik haritalama (Debener ve Mattiesch 1999), ladin
(Arcade ef al. 2000), gam (Costa ef al. 2000) verilebilir.

RAPD teknigi uygulanmasi baglica iki agamadan olugmaktadir. Bu agamalar
DNA ekstraksiyonu ve PCR asamalaridir.

DNA izolasyonu (Ekstraksiyonu)

DNA belirtegierle yapilan her tiirlii calismada olumlu sonug alabilmek icin
materyalden uygun kalite ve miktarda DNA izolasyonu (ekstraksiyonu)
yapmak gerekir. Materyalin saflifx bireyden bireye degigebileceginden, her
birey icin gerekli olan ekstraksiyon yOntemi dikkatlice se¢ilmelidir.
Materyal polifenolik bilegikler ve polisakkaritierce zengin ise saflagtiriimasi
daha zor olacaktir. Yeterince saf olarak izole edilemeyen DNA zamanla
kaybolacaktir.

Bitki DNA’s1 ekstraksiyonu i¢in en ¢ok kullamlan yontemler; Muray ve
Thompson (1980), Dellaporta e al. (1983), Doyle ve Doyle (1987), Lodhi
et al. (1994), Kim er al. (1997) ve Lefort ez al. (1998)’dir.

Trabzon hurmasi polifenolik maddelerce zengin bir bitki oldufundan
bitkinin saf bir gekilde DNA izolasyonun gergeklesmesi her DNA izolasyon
metodu ile kolayca gergeklegen bir durum degildir. Bu ¢ahgmada gerek
Trabzon hurmasinda kullanilan, gerekse diger bitki tirleri i¢in kullanilan
DNA izolasyon yontemleri PCR firiinlerinin net bir sekilde analiz
edilmesini saglayamamigtir. Bu nedenle ¢aliymada, var olan bazz DNA
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izolasyon ybntemleri modifiye edilerek bu bitkiye uygun bir ydntem
gelistirilmigtir.

PCR asamalan

PCR tekniginde genomik DNA tiipte ¢oZaltilir. Bu ¢ogaltma, yani
amplifikasyon iglemi i¢in genomik DNA; primer, MgCl, dNTP karigim,
DNA polimeraz enzimi ve uygun bir tampon ¢dzeltinin varlifinda PCR
teknigi ile gogaltibr. Primerin genomik DNA iizerinde komplementer
bolgeyi bulabilmesi igcin uygun bir baglanma sicaklifinin saglanmasi
gereklidir. DNA sentezi bir sonraki primerin baglandifi noktaya kadar
devam eder. Boylece primerlerin baglandii genomik DNA’nin pargasi
gogaltilmig olur. Polimorfizmler; amplifikasyon bantlarinin varhgina ya da
yokluguna gore belirlenir. Bu, RAPD bantlarinin dominant oldugu anlamma
gelir. Primerlerin segiminde ya da dizayninda DNA problarma ya da
sekansmin bilinmesine gerek yoktur. Cofaltma rastgele gergeklesir.
Hibridizasyon olay1 olmadiB1 igin herhangi bir blotlama iglemine gerek
yoktur. Radyoaktif madde kullanimimi gerektirmez. Hizli ve pratik bir
yontemdir. RAPD tekniginin rastgele olmasi teknigin tekrarlanabilirligini
zorlagtirir. Bunun igin gartlar1 olabildifince degistirmeden tekrarlamak
gereklidir.

RAPD belirteglerle polimorfizmi ortaya ¢ikaran bantlarin tespit edilmesi
icin PCR igin gerekli olan her parametre ¢ok iyi optimize edilmelidir.
Optimizasyon iglemleri bitki tliriine gore oldukga degigiklik gdstermektedir

Primer baglanma bélgelerinin molekiiler yapisi

Kullanilan bazi PCR uygulamalarinin aksine RAPD’de kullansan primer
sadece bir tiptir. Bu primer genellikle 9-10 baz uzunlugundadir. Rastgele
segilir. PCR sirasinda genomik DNA’da kargst iplikciklerde yaklagik 200-
200 bp’lik mesafedeki iki noktada komplementerini bulmas: ile gergeklesir
(Tingey et al. 1992).
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Uygun PCR déngiilerinin olusturulmas:

Bir PCR dongisii; DNA ¢ift sarmalmin ayriimasi (denaturasyon),
primerierin baglanmas: (annealing, primer binding), yeni DNA iplik¢iginin
sentezi (extension) agamalarindan olusur. Primerlerin rastgele olusundan
dolay1 baglanma sicakhigs (T,,)’mn belirlenmesi oldukga kritik bir noktadur.
Bu sicakhgm belirlenmesinde primerin uzunlugu, GC igerigi, ve enzim ile
beraber kullanilan tampon ¢6zeltinin tuz konsantrasyonu etkilidir (Yu ez al.
1993).

Amplifikasyon kosullarinmn belirlenmesi

Yontemin en 6nemli asamasidir. Diger belirteglerin kullanimi agisindan da
PCR tekniginin kavranmasi O©nemlidir., Bu ise, amplifikasyonun
gergeklestigi kalip DNA basgta olmak lizere, kullamilan her bir &genin
(primer, magnezyum klorid (MgCl,), deoksiniikleotid trifosfat (dNTP),
DNA polimeraz (Taq polimeraz ve tampon ¢ozelti oranlarinmn), kullanilan
bitki tiirli ve galigma kosullarina gére optimum olarak belirlenmesi ve PCR
uygulamalarinda sik karsilagilan bulagma (kontaminasyon) min &nlenmesi
amacryla, her uygulamaya yonelik kontrol (negatif kontrol) kullanimi
saglanmalidir (Ergiil 2000).

Yitksek konsantrasyonlarda kullanilan DNA, amplifikasyon iriinlerinde
‘smear’ olarak adlandirilan bantlarin birbiri fizerinde yifilarak netliginde
bozulmalarn artinrken, diigik konsantrasyonlar, sonuglarin tekrar
edilebilirligini engellemektedir. Primer konsantrasyonu da DNA
konsantrasyonuna benzer bir etki gostermekte, yogun konsantrasyonlarda
smear seklinde bantlarla kargilagilicken, duigiik konsantrasyonlarda bantlara
ajit amplifikasyon orami azalmaktadir. MgCl, optimumun {izerindeki
konsantrasyonlarda, bantlar arasinda farkl: amplifikasyon derecelerine
neden olurken, dNTP &zellikle diisiik konsantrasyonlarda bant
parlakliklarint azaltmaktadir, DNA polimerazin kullammm ise diBer
komponentlerin oranlarma uygun sekilde ayarlanmalidir (Welsh ve
McClelland 1990, Weeden et al. 1992, Ellsworth er al. 1993, Levi ef al.
1993, Muralidharan ve Wakeland 1993).
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Primer dizilerinin belirlenmesi

RAPD teknigin primer dizilerinin belirlenmesi agisindan diger PCR
belirteglere gbre daha hassastir.

Kullamilan primerlerin uzunlugu 9-10 baz olmakla beraber polimorfizm
oranini artirmak amaciyla kullamlan ve RAPD ile aym yOntem
asamalarinda gergeklestirilen 'DNA amplified fingerprinting (DAF)'
belirteglerde kisa primerlerin (5-8) baz (Cactano-Anolles et al. 1991) veya
degisik haritalama ve parmak izi analizlerinde 17-24 baz uzunlugunda (Ye
et al. 1996) primerlerin kullanildif: ¢alismalara da rastlanmaktadir.

RAPD teknigi primer dizilerinin uzunlugu agisindan diger PCR belirteglere
gore daha hassaslik gosterir. Bu teknikte kullanilan 9-10 bazlik primerler
segilirken; G+C igeriginin % 50- 80 olmasi, 6 bazdan uzun palindrom dizi
icermemeleri ve primerin 3’ ucunun tamamlayici olmamasi en Onemli
faktorlerdir (Williams et al. 1993)

Genom bityiikliigii ve amplifikasyon iiriinlerinin oram

Bir primere ait baglanma bdlgeleri ve bu bolgelerin amplifikasyonu, ‘genom
kompleksi' olarak adlandirilan genom biiyiikligi ve tekrar bolgelerinin
coklugu ile orantih diigtiniiimekte ve daha kompleks genomlarin daha fazla
RAPD fragmenti olugturulmas: beklenmektedir. Ancak yapilan aragtirma
sonuglar1 cogaltilan fragment sayisini, genom bilyiikligtinden bafimsiz
olarak, PCR reaksiyonu sirasinda primer baglanma bdlgelerinin birbiri ile
olan yarigina dayandirmaktadir (Grattapaglia et al. 1992).

RAPD belirteglerinin tekrarlanabilirligi

RAPD tekniginin en 6nemli avantaji olarak, genom analizlerinde rastgele
primerlerin kullamlmas1 gosterilmektedir. Ancak, hem rasigele primer
kullanilmast hem de PCR asamalarmmn g¢ok hassas olmasi ybntem
sonuglarinin tekrarlanabilirligin aragtirmalarini n plana ¢ikartmaktadir. Bir
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gok aragtirmacy tarafindan degigik faktdrler kombine ve tek bagmna
degerlendirilerek, laboratuvar i¢i ve laboratuvarlar arasi uygulamalarla
yontem bu yonii ile aragtininugtir,

Teknigin uygulamadaki esas prensibi; uygun bir optimizasyon kosulu tespit
edip bu kosula uygun primerleri segmek ve sonu¢ degerlendirmelerinde
amplifikasyonu iyi ger¢eklegen (kuvvetli bantlari segip zayif bantlan
degerlendirme dig1 birakarak) bantlan degerlendirmektir.

Sonuglarin tekrarlanabilirlifine ait gahiymalarda bu temel prensip gbz oniline
ahnmakta ve aragtiricilarin hepsi kendi optimizasyonlarnda, RAPD
sonuglarmm tekrarlanabilirligini ¢ok iyi veya mikemmel olarak
degerlendirmektedirler (Levi ef al. 1993, Meunier ve Griment 1993, Colins
ve Symons 1993, Ye et al. 1998). Tekrarlanabilirliginin arastirma konularim
ise; optimizasyonda yapilan degisiklik sonuglart olusturmaktadir. Bunlar ise
genel olarak 3 grupta toplanmaktadur;

a) Reaksiyon kangimlar,
b) Farkli polimeraz zincir reaksiyonu cihazlari,
¢) Bant okumalari ve sonuglarin degerlendirildigi jel ortamlaridur.

Reaksiyon kariimiari kapsaminda; DNA ekstraksiyonlarimn tekrar: ve
farkli miktarlarinin etkisi yaminda, degigik ticari DNA polimerazlarin
etkileri de aragtirilmigtir. Weeden et al. (1992), Ye et al. (1998) ve Vidal et
al. (1999), tarafindan gerek ekstraksiyon tekrari gerckse farklh DNA
miktarlarinimn etkileri sonuglar Gizerinde 6nemli bulunmamugtir.

Aym optimizasyon kogullari ile, kullanilan cihazlarin tekrarlanabilirligi
onemli 6igiide etkiledigini belirten Meunier ve Griment (1993)’e karsibik,
Ye et al. (1998) primer/genotip kombinasyonlarinin farkh cihazlarda aym
amplifikasyon drtinlerini verdigini belirtmistir.

Bant okuma ve jel ortamlannin tekrarlanabilirlik Gizerindeki etkisi gesitli
yonleri ile aragtirilmugtir. Weeden ef al. (1992), bant okumalarinda hata
oranm % 2-7 oldugunu, zayif bantlarin degerlendirmeye alinmasi
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durumunda bu oranin artabilecegini belirtmigtir. Bunun yaninda agaroz jel
elektroforezi yerine, ¢tzlintrligi yiksek olan DGGE (Denature Gradient
Gel Electrophoresis) veya TSGE (Temparature Sweep Gel Electrophoresis)
kullanilmas: durumunda bant okumalarinmn kolaylagacagi bildirilmektedir
(Penner et al. 1996).

2.2.3. ESTs (Expressed Sequence Tags ) belirtecler

EST belirtegler temel prensip itibari ile 150- 400 bg biiylikligiindeki
mRNA’larm tamami ya da belirli bir bsliimiine yakin bir kismma kargilik
gelen ¢cDNA  Konlarmmn dizi analiz sonucu olugturulmug DNA
belirtegleridir. Etkinligi ¢ok yiiksek bir tekniktir. Bu teknik tanimlamanin
yam stra, haritalama c¢aligmalarinda kullanilmaktadir (Yamamato ve Sasaki
1997).

2.3. Molekiller Belirteglerin Biyokimyasal Belirteglere Gdore
Avantajlan

DNA belirtegleri diger biyokimyasal belirteglere gére nemli avantajlara
sahiptir. Bunlar;

- Sonsuz sayida DNA belirteg tespit edilebilir. Biyokimyasal belirteg
sayisi1 ise izoenzim sayisl ile simrhdir.

- DNA belirteglerinde, gen tiriinleri degil DNA kullanildig igin, bu
belirtegler secilen dokuya ya da bitkinin yasam evresine gore
degisiklik gostermez. Izoenzimlerin iretimi ise doku tipine gdre
oldukea farkliik géstermektedir.

- DNA belirtegleri ile ¢ahgihrken, gevresel faktérler sonucu gok
fazla etkilemezken izoenzimler ve biyokimyasal diger belirtegler
gevresel faktorlerden etkilenir
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2.4. RAPD Tekniginin Avantajlan ve Diger Molekiiler Belirtegler ile
Karsilagtiriimasi

RAPD teknigi on bilgi gerektirmemesi, az miktarda DNA ile
cahgabilmesinden dolayr basit ve hizli bir tekniktir. Degerlendirme
agamasinda radyoaktif madde kullanilmas1 gerekmez. Bu teknik diger
tekniklere oranla yliksek diizeyde polimorfizm gostermekle beraber daha
ekonomik bir tekniktir (Robinson ve Harris 1999).

Bazi durumlarda primerin hatali baglanmalan sonucunda istenmeyen
bantlar olugmaktadir. Bu durum RAPD tekniginde kargilagilan sorunlardan
birisidir (Andersen 2000). RAPD analizlerinin dofru bir sekilde
yapilabilmesi igin PCR i¢in gerekli maddeler ve uygun PCR kosullarinin
saglanmasi1 ¢ok Snemlidir.r DNA’mn saf olmasi, MgCl, konsantrasyonu,
baglanma sicakhigi, primer segimi, kullamilan DNA polimerazlar PCR igin
gerekli unsurlardir. Bu faktorlerin saglanmasi sirasinda ortaya gikabilecek
karigikliklar istenmeyen bantlarm olugmasma neden olabilir. Bazi RAPD
sonuglarmda kalip DNA ve primerin yanlis eslesmesine ramen bantlar
goriilmektedir. Bazi durumlarda bireyden DNA izole edilmesi sirasinda
bitkide simbiyoz yasayan organizmalardan ve parazit yasayan canhlardan
DNA kontaminasyonu sonucunda anormal RAPD bantlan ortaya
cikmaktadir (Wolfe ve Liston 1998). Ayrica RAPD belirtegleri uzaktan
akraba olan  bireyler arasmndaki genetik  uzakliklari  eksik
degerlendirebilmektedir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

Bu aragtirma Ankara Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bahge Bitkileri Bolima
Tarimsal Biyoteknoloji Laboratuvarinda yliriitiilmiistiir. Caligmada Trabzon
hurmasi (Diospyros kaki 1..) yaprak materyali Hatay’in ¢esitli yorelerinden
toplanmigtir. Caligmada birbirinden farkli uzaklikta 18 birey kullaniimugtsr.

Calismada kullanilan bireylerin toplandifi yer ve deniz seviyesinden
yitkseklikleri ¢izelge 3. 1. *de sunulmustur,
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Cizelge 3. 1. Calismada kullanilan bireylerin yeri ve denize olan
Yikseklikleri

Birey Numaras: | Yer (Antakya ili, Hatay Del.xiz ind
(D. kaki) ilgesi) seviyesmcen
yiikseklifi
Harbiye Seyh Davut
1 Caddesi. Antakya’ya 10 km. 142 m.
Kocaman koyli, YayladaB:.
2 Yayladagr’na 30 km. 350m.
3 Yayladap: merkez. 408 m.
4 ;—I(;sl;alr:lnk Koy Antakya’ ya 703 m.
5 4K(a)n;;k;lsze kdyii. Antakya’ ya 372 m.
6 gggglﬁ Koyt. Antakya’ ya 24 m
7 mlk Koyit. Antakya’ ya 703 m.
8 i%s;r:lk Koyii. Antakya’ ya 703 m.
Karaktse Koyii. Antakya’
9 ya 34 km, 372 m.
10 ;;git;lﬁ Koyl. Antakya’ ya 24 m.
1 i{(l)ﬁlk Koyii. Antakya’ ya 703 m.
Aslanyaz1 Koyii. Antakya’
12 va 42 km. 630 m.
13 Yayladag: merkez. 408 m.
14 Giineysogiit Koyli. Antakya’ 69 m.
ya 6 km.
15 Glneysogiit Koyt Antakya 69 m.
ya 6 km.
16 Giineysogit koyl, Antakya 69 m.
ya 6 km.
17 Iszanlll)ag Koyi. Antakya’ ya 20 m.
Aslanyazi Koy, Antakya’
18 va 42 km. 630 m.
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3.2. Yontem

Aragtirmada RAPD teknigi; DNA izolasyonu, PCR uygulamalar1 ve
sonuglarm degerlendirilmesi olmak Uzere {i¢ asamada gerceklestirilmigtir.

3.2.1. DNA izolasyonu

PCR’a dayali belirteglerin tiimiinde oldugu gibi RAPD’de de teknik
agismdan iyi bir sonug elde edebilmek igin DNA’y: yeterli miktarda ve
yeterli saflikta elde etmek gereklidir. Ancak bazi bitkilere 6zgi olarak
fazlaca bulunan, polisakkaritler ve fenolik komponentler, DNA
ckstraksiyonu sirasinda hiicre patlatildiktan sonra DNA’ya baglanarak
inhibe edici etki yaratmaktadir (Kim ef al. 1997).

Calismada bazi DNA izolasyon ybntemleri denenmigtir. Bunlar; Doyle ve
Doyle (1987), Kim et al. (1997) ve Lefort et al.(1998) dur. Bu DNA
izolasyon y6ntemleri agagiida verilmigtir.

Doyle and Doyle (1987) DNA izolasyon yontemi

-0,5- 1,5 g yaprak havanda ezilir.

- Uzerine 7,5 ml ekstraksiyon ¢ozeltisi eklenir.

- 30 ml hacimli deney tliptine aktarlir.

- 60 "C’de 30- 60 dakika su banyosunda bekletilir.

- Kloroform- izoamil alkol ¢bzeltisi eklenerek yavagga ve gok defa
Kkarigtirilir,

- 14000 rpm’de 10 dakika santriffij edilir.

- Ust faz temiz tlipe aktarilarak, hacmin yaklagik 2/3 kati soguk izopropanol
eklenir.

- Kanistirma iglemi sonunda tiipte toplanan DNA cam bir baget yardim: ile
temiz tiipe aktarilir, {izerine 25 m] yikama tamponu eklenir.

- Baget yardimi ile alinamazsa, 14000 rpm’de 2 dakika santrifiij edilir. Ust
faz atilir ve iizerine 25 m] yikama tamponu eklenir.

-Yikama tamponunda 20 dakika bekletildikten sonra, tampondan
alinir.
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- Kurumaya birakilr.

- Uzerine 1 ml ¢ktiirme tamponu ve ardindan RNaz A eklenir.

- Ornekler 2 hacim distile su ile sulandinildiktan sonra son konsantrasyon
2,5 M olacak gekilde 7,5 M amonyum asetat eklenir ve karigtirilir.

- 2,5 hacim soguk etanol eklenerek kangtirlir, 14000 rpm’de 10 dakika
santrifiij edilir

- Ust faz atilir, pellet TE ¢6zeltisinde ¢oziiliir.

Cozeltiler

Ekstraksiyon ¢ozeltisi : 100 mM Tris-HCI (pH 8,0), 1,4 M NaCl, 20
mM EDTA % 2 CTAB, %2 p-merkaptoetanol
Kloroform-izoamil alkol : 24/ 1 (hacim-hacim)

Yikama tamponu : % 76 Etil alkol, 10 mM amonyum asetat

Coktiirme tamponu : 10 mM amonyum asetat, 0,25 mM EDTA

TE : 10 mM Tris-Cl, pH 7,4 ve 1 mM EDTA, (pH
8,0)

RNaz A ( Sigma R9009) : 10 mg/ml

Kim ef al. (1997 ) DNA izolasyon yontemi

- 500 mg yaprak havanda ezilir. 1,5 ml’ lik mikrosantrifiij tiiplerine aktarilir.

- Uzerine %1 B- merkaptoetanol ve 300 pl ekstraksiyon gbzeltisi eklenir.

- Oda sicakliginda 1 saat beklenir.

- Son hacmin % 6’s1 olacak kadar suda ¢bziinebilen PVP, yarim hacim
7,5 M amonyum asetat eklenir.

- Buz tizerinde 30 dakika bekletilir.

- 10000 rpm’ de 10 dakika santriftij edilir.

- Ust faz temiz tiipe aktarilarak iizerine 1 hacim izopropanol eklenir.
20 °C’ de 30 dakika beklenir.

- 10000 rpm’ de 10 dakika santrifiij edildikten sonra, iist faz uzaklagtrihir ve
DNA pelleti 500 pl TE tamponunda ¢oziiliir.

- 1 mg /ml RNaz A eklenir, 37 'C’ de 15 dakika bekletilir.

- 1 hacim kloroform izoamilalkol eklenir.

- 10000 rpm’ de 10 dakika santrifiij edildikten sonra, pellet 1 ml % 80
etanolde yikanir.

- Vakumla kurutulur.
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- DNA pelleti TE ¢bzeltisi ya da distile suda goziilir.

Cozeltiler

Ekstraksiyon ¢ozeltisi : 250 mM NaCl, 25 mM EDTA, % 5 SDS,
200 mM Tris-HCI (pH 8,0)

TE : 10 mM Tris- HCI (pH 8,1) ve 0,1 mM
EDTA (pH 8,0)

Kloroform-izoamil alkol : 24/ 1 (hacim-hacim)

Lefort ef al. (1998) DNA izolasyon yontemi

- 0,1 g yaprak siv1 azot kullanilarak havanda ezilir.

- Uzerine 1 ml ekstraksiyon tamponu ve 10 ul B- merkaptoetanol eklenir.

- Karigim 1,5 ml’ lik santrifiij tiiptine aktarilir.

- Karisim 65 "C’de 15 dakika su banyosunda bekletilir .

- 0,5 mi kloroform-izoamil alkol ile iyice karigtirilir (buz iizerinde tutulur).

- 14000 rpm’ de 1 dakika santriflij yapilir. Santrifiij sonunda tist stvidan
yaklagik 0,8 ml yeni 1,5 ml’ lik tiipe aktarilarak fizerine yaklagik 0,8 ml
izopropano! eklenir.

- DNA’nin ¢oktiirillmesi amaci ile 15 dakika buz tizerinde tutulur,

- 14000 rpm’de 1 dakika santriflyj yapilir, santrifiij sonunda st sivi
uzaklagtirihir,

- 1 ml % 70°lik etanol eklenir.14000 rpm’de 1 dakika santrifiij
yapilir. Ust faz uzaklagtirlir.

- DNA 100 ul TE tamponunda ¢oziiliir.

- Her 100 pi soliisyon igin 1 pl RNaz A eklenir ve 37 C’de 15 dakika siire
ile bekletilerek RNA uzaklagtirilir.

Cozeltiler

Kloroform: izoamil alkol : 24/1 (hacim-hacim)

Ekstraksiyon tamponu : 50 mM EDTA ve 50 mM Tris-HCL (pH 8),
4M LiCl ,%1 CTAB, % 2 PVPP ve % 0,5
TWEEN 20 ilave edilir.
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TE tamponu : 1 mM EDTA ve 10 mM Tris-HCI ( pH 8,0)
RNaz A( Sigma R9009)  : 10 mg/ mL

Denenen bu yontemlerin hi¢ birinde RAPD analizleri igin yeterli miktarda
ve saflikta DNA elde edilememistir. Bunun bir sonucu olarak ¢alismada var
olan yontemler degistirilerek Diospyros kaki L.’ye 8zgii bir DNA izolasyon
yontemi gelistirilmigtir. Kullanilan bu yontem sayesinde yitksek kalitede,
tahrip olmamis DNA izole edilmigtir.

Bu yeni ydntemin Diospyros tiitlerinde yapilacak diger ¢caligmalara bliylik
olctide katka saglanmas) beklenmektedir.

Yeni geligtirilen DNA izolasyon ydntemi agagidaki gibidir;

- 300-400 mg yaprak siv1 azot kullanilarak havanda ezilerek eppendorf
tiipiine alur.
- Onceden 1sitilmig 800 pl ekstraksiyon tamponu eklenir.

- Her bir eppendorf tiiptine 1,5 ul RNaz A (10 mg/ml) eklenir.
- Ornekler 5nce oda sicakliginda 15 dakika, sonra 65 C’ de 60 dakika
bekletilir.

- Inkitbasyon sonrasinda bireyler oda sicakligina gelinceye kadar beklenir.

- Oda sicakligindaki bireylere 250ul, 5 M potasyum asetat eklenerek Buz
izerinde 30 dakika beklenir.

- Ornekler 14000 rpm (17000 g)’ de 15 dakika santrifiij edilir. Ust faz
temiz tlipe aktarilir.

- Ust fazn fizerine 500p1 fenol, kloroform, izoamil alkol karigimi eklenir.
- Karisim oldukga yavag 40-50 kere galkalamir.

- Ornekler 14000 rpm’de 15 dakika santrifij edilir. Ust faz atilir.

-250 ul 0.3 M sodyum asetat ve % 100°kik etanol eklenerek -20 ‘C’de en

az 40 dakika bekletilir

-14000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilir.

- % 70 *lik etanol ile yrkanir.

- Pelletden etanolun uzaklagmas: igin tiipiin kapag agik olarak beklenir.

- Eger bireyler yeterli saflikta degil ise, ekstraksiyon asamasina geri
déniilerek asamalar tekrarlanir.

- Pelletin uygun miktarda TE tamponunda ¢bziinmesi saflanr.

- DNA kullamilana kadar 20 ‘C’de saklanir.
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Elde edilen DNA’min konsantrasyonuna spektrofotometrede bakilmistir
(260/ 280 nm). Ayrica % 1 oraminda hazirlanmig agaroz jel ile elektroforezi
yapilmig, bu sirada molekiil agirlif: bilinen (100 bp) bir DNA (marker) ile
beraber kogturulmusgtur.

Cozeltiler

Ekstraksiyon tamponu : 100 mM Tris-HCl 50 mM EDTA (pH
8,0) 1.4 MNaCl, 2% CTAB, 1%
PVPP eklenen ¢ozeltiye 2 % B
merkapto etanol kullanim bncesi ilave
edilir.

RNaz A (Sigma R9009) : 10 mg/ml

Potasyum asetat :5M

Fenol: kloroform: izoamil alkol : 25:24:1 hacim olarak hazirlanir.

Sodyum asetat :0.3M

TE tamponu : 10 mM Tris-HCl ve 0,1 mM EDTA
(pH 8,0)

3.2.2. PCR uygulamalar:

En uygun amplifikasyon gartlarimn belirlenmesi igin bir ¢ok 6n deneme
yapilmugtir. Bunun sonucunda elde edilen optimizasyon deZerleri asagida
verilmigtir.

Amplifikasyon kogullar:

Laboratuvar agamasinda, uygun amplifikasyon kosullarmu elde edene kadar,
bazi 6n deneme ¢aliymalar: yapilmigtir ve en iyi sonucu veren son
optimizasyon segilmistir.

Her bir tiipteki toplam madde miktar1 25 pl olmak (izere 0.2 mil eppendorf
tiipte,
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200 ng genomik DNA

2.5 ul 10X ekstraksiyon tamponu

4 ul, 25 mM MgCl,

2.5 mM dNTP (toplam)

100 ng primer

0.5 tinite Taq polimeraz

1 Unite Taq polimeraz kullamlmadan &nce dH,O ile 25 pl’ye
tamamlanmigtir.

PCR dongii programi

-94°C’de 5 dakika, 6n denatiirasyonun ardindan,

-94°C’de 1 dakika, DNA ¢ift iplik¢iginin ayrilmas: (denatiirasyon)
-34°C’de 1 dakika, primer baglanmas: (annealing)

- 72 °C’de 2 dakika yeni iplik¢iZin uzamas: (extension)

- 35 kez gergeklegir

-72°C’de 5 dakika son yazilim

Seklinde diizenlenmigtir. Reaksiyon MJ Research ve Teche Progene
‘thermal cycler’ (1s1 dSngii cihazi) cihazinda gergeklestirilmisgtir.

Agaroz jel elektroforezi

Amplifikasyon firtinlerinin elektroforezi % 1.2’ lik agaroz (% 0.6 agaroz +
% 0.6 NuSieve GTG agaroz, FMC Corporation) jelinde yapilmug, jel 0.5
pg/mL  etidium bromiir ile boyanmistir. 20 kuyudan olusan jel tepsileri
kullanilmig, bireylerin jele yiiklenmesi sirasinda ylikleme tamponu
kullamlmgtir (% 40 siikroz % 0.25 bromofenol mavisi). Elektroforez
sirasinda 1X TAE (Trisma Base, Glacial Acetic Acid, EDTA) tamponu ile
yiiriitme gergeklesmistir. Elektroforez 100 volt 1.5 saat stirdiiriilmiigtiir. UV
altinda Polaroid type 667 siyah beyaz filmle goriintiilenmistir.
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—Primerler

Bu ¢aligmada bir gok primer denenmigtir. Ancak bu primerlerden, jelde net
g0Oriintil olusturanlar degerlendirmeye alimmugtir, Net goriintit olugturaniar
cizelge 3.2.°de gosterilmektedir. Kullanilan primerlerin bir kisnm ise
amplifikasyon vermedigi i¢in degerlendirilmeye alinmamgtir. Bu primerler
ve dizileri ise gizelge 3. 3.’de gbsterilmektedir.

Cizelge 3. 2. Calismada kullanilan oligoniikieotid primerler ve baz dizileri

Primer Dizi (5-3°)

OPA-01 CAG GCC GTTC
OPA-03 AGT CAG CCA C
OPA-18 AGG TGA CCG T
OPA-19 CAA ACG TCG G
OPC-11 AAA GCT GCG G
OPC-12 TGT CAT CCC C
OPC-15 GAC GGA TCA G
OPC-20 ACT TCG CCA C
OPO-07 CAG CACTGA C
OPO-10 TCA GAG CGC C

Cizelge 3. 3. Caligmada denenen ancak amplifikasyon gbstermeyen

primerler ve baz dizileri

Primer Dizi (5’-3°)

OPA-09 GGG TAACGCC
OPA-10 GTG ATCGCA G
OPA-15 TIC CGAACCC
OPA-17 GAC CGCACCC
OPO-02 ACGTAGCGTC
OPO-04 AAGTCCGCTC
OPF-07 CCGATATCCC
OPF-06 GGG AATTCG G
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3.2.3. Sonug¢larm degerlendirilmesi

Polaroid film lizerinde goriintillenen amplifikasyon bantlarinin
okunmasinda sadece kuvvetli bantlar degerlendirilmeye alinmagtir.
Bantlarin okunmasi, ¢egitlerde var olma ya da olmama durumuna gore
bantlar 1 veya 0 geklinde degerlendirilmis ve benzerlik indeksleri
olusturulmugtur.

a

Benzerlik indeksi =
a+b

iki birey arasindaki benzerlik karsilastrmalarinda, Sokal ve Sneath (1963)
tarafindan gelistirilen ve yukanda belirtilen ‘‘Benzerlik Indeksi (B.I) *
formiilii kullanilmagtar.

a: Iki gesit arasindaki homolog bant sayis1
b: iki cesit arasindaki homolog olmayan bant sayisi

Cesitler arasmdaki genetik benzerlik ve farklibklara dayali dendogram
verileri ise, NTSYS-pc (Numerical Taxonomy and Multivarion Analysis
System, Version 1.80) (Rholf 1990) programi kullamilarak ‘‘UPGMA
cluster’” analizi ile belirlenmigtir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. DNA izolasyonu

Caligmada geligtirilen DNA izolasyon yontemi ve denemesi yapilan diger
ekstraksiyon ybntemlerinin sonucta elde edilen DNA miktar1 bakimindan
kargilagtiriimas: gizelge 4.1. de verilmigtir. Sekil 4.1.’de ise aragtirmada
geligtirilen DNA ekstraksiyonun jel gortintiisii verilmigtir,

Cizelge 4.1, Farkh ekstraksiyon ydntemlerinin karsilastiriimas:

Ekstraksiyon Y®ontemi DNA miktari mg g
Doyle and Doyle, (1987) <1
Kim et al. (1997) <1
Lefort ez al. (1998) <1
pligiien yontem 2035
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123 456 78 910111213 14 1516 17 18 18

Sekil 4. 1. Calismada gelistirilen DNA ekstraksiyon ydntemi ile saflagtirilan
DNA’ larin agaroz jeldeki gbriiniimit

4.2. PCR Uygulamalan

Calismada genomik DNA ile yapilan PCR denemelerinde uygun
optimizasyon kogulunun % 1.2°lik jeldeki goriintiisi sekil 4.2.°de
verilmigtir.

1 13 15 18

Sekil 4. 2. Uygun optimizasyon kogullari ile elde edilen agaroz jel (% 1.2)
goriintiist
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4.3. Benzerlik indeksi ve Genetik Iliski Dendogram:

Benzerlik indeksi (B.I) formiiline dayah hesaplama yapilarak g¢ikan
sonuglardan, gesitlere ait benzerlik indeksi ve buna bagh olarak gegitlere ait
genetik iligki dendogrami hazirlanmigtir. Sonuglara bakddigmda; 13 ve §
numarali bireyler (Karakose Koyl ve Yayladag: merkezden alinan bireyler)
0,611 ile en dusiik benzerlik indeksini vermigtir. 15 ve 4 numarali bireyler
ise (Hisarcik Koyl Glineysdgit Kdylerinden alinan bireyler) benzer sekilde
0,639 ile diiglik benzerlik oranint vermistir. 2 ve 3 numarali bireyler
(Kocaman Koyii ve Yayladag: merkezinden alnan bireyler) 0,89 ile en
yitksek benzerlik indeksini vermiglerdir (Cizelge 4.2.).

Dendograma gore; 2 ana grup belirlenmigtir. Birinci alt grupta 15. birey
farkhi bir alt grup daha olusturmugtur. Bu alt grupta yer alan birey
numaralan 15, 17, 18, 16 ve 13 olarak belirlenmistir. Bu bireylerin
benzerlik indeksleri 0,674 ve 0,784 arasinda degismektedir (Sekil 4.13).
Ikinci alt grupta ise biiyiik olan grup olup; 12, 11, 10, 9, 8, 7, 6, 14, 4, 5, 3,
2, 1 numaraya sahip bireyler bulunmaktadir. Bu alt grup igerisindeki
benzerlik indeksleri 0,646 ile 0,89 arasinda degismektedir. Alt grupta
bulunan en yiiksek benzerlik indeksi aym zamanda galismada elde edilen en
yiiksek benzerlik indeksi olmugtur.

16 17 18 19 M

Sekil 4.3. Aragtirmada kullamlan Trabzon hurmasi bireylerinin OPA 01
(5°CAG GCC GTT C 3°) primeri ile olugturulan amplifikasyon
iiriinlerinin agaroz jeli Uzerindeki goriintiisil. Belirteg: 100 bg
DNA Ladder (Fermentas)
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1 2 3 45 67 8 910 11 1213

14 15 16 17 18 19 M

Sekil 4.4. Aragtirmada kullanilan Trabzon hurmasi bireylerinin OPA 03
(5’AGT CAG CCA A 3’) primeri ile olugturulan amplifikasyon
tirlinlerinin agaroz jeli fizerindeki gorilntiisii. Belirteg: 100 bg
DNA Ladder (Fermentas)

1 2 3 4 5 67 8 9 10 11 12 13 141516 1718 19 M

o
o

Sekil 4.5. Aragtirmada kullanilan Trabzon hurmasi bireylerinin OPA 18 (5’
AGG TGA CCG T 3’) primeri ile olugturulan amplifikasyon
tiriinlerinin agaroz jeli Uzerindeki goriintlisit. Belirteg: 100 bg
DNA Ladder (Fermentas)
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Sekil 4.6. Aragtirmada kullanilan Trabzon hurmas bireylerinin OPA 19
(5’CAA ACG TCG G 3’) primeri ile olugturulan amplifikasyon
{iriinlerinin agaroz jeli lizerindeki goriintiisti. Belirteg: 100 bg
DNA Ladder (Fermentas)

1 2 345 67 8 9101112131415161718 M

Sekil 4.7. Aragtirmada kullamlan Trabzon hurmas: bireylerinin OPC 11
(5°’AAA GCT GCG G 3’) primeri ile olugturulan amplifikasyon
tirlinlerinin agaroz jeli #zerindeki goriintiisti. Belirteg: 100 bg
DNA Ladder (Fermentas)
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4.8. Aragtirmada kullanilan Trabzon hurmasi bireylerinin OPC 12
(5’TGT CAT CCC C 3’) primeri ile olugturulan amplifikasyon
{irlinlerinin agaroz jeli fizerindeki goriintiisii. Belirteg: 100 bg
DNA Ladder (Fermentas)

1 23 456 7 89 1011 12 1314 1516 1718 M

Sekil 4. 9. Aragtirmada kullamilan Trabzon hurmasi bireylerinin OPC 15
(5> GAC GGA TCA G 3’) primeri ile olugturulan amplifikasyon
firiinlerinin agaroz jeli tizerindeki goriintiisi). Belirteg : 100 bg
DNA Ladder (Fermentas)

36



(i

1 2 3 4 5 6 7 8 9 1011 12 131415 16 17 18 M

e

Sekil 4. 10. Arastirmada kullanilan Trabzon hurmasi bireylerinin OPC 20
(5’ACT TCG CCA C 3’) primeri ile olugturulan amplifikasyon
iiriinlerinin agaroz jeli Gizerindeki goriintiisl. Belirteg: 100 bg
DNA Ladder (Fermentas)

1 23 4 5§

o

6 78 91011 1213

1718 19 M

14 15 16
T

Sekil 4. 11. Aragtirmada kullanilan Trabzon hurmasi bireylerinin QPO 07
(5°CAG CAC TGA C 3°) primeri ile olusturulan amplifikasyon
firtinlerinin agaroz jeli izerindeki goriintiisii. Belirteg: 100 bg
DNA Ladder (Fermentas)
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1 234 567 8 9101112131415161718 19 M

Sekil 4. 12. Aragtirmada kullanilan Trabzon hurmasi bireylerinin OPO 10
(5°TCA GAG CGC C 3’) primeri ile olusturulan amplifikasyon
Uiritnlerinin agaroz jeli izerindeki gorintiisii. Belirteg: 100 bg
DNA Ladder (Fermentas)
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5. TARTISMA ve SONUC

DNA belirteglerin kullamldigs tiim aragtirmalarda oldugu gibi RAPD
belirteci ile yapilan bir aragtirmada, saf ve yeterli miktarda DNA izole
edebilmek aragtirmanin ilk ve en Snemli kismidir. Bu adim, ¢aliymanin
ilerleyiginde oldukea belirleyici olmaktadur.

Literaturde bulunan, bitkilere 6zgii DNA ekstraksiyon yontemleri her
zaman her bitki igin aym sonuglari verememektedir. Bu durum bitkinin
icerdigi fenolik bilegiklerden kaynaklanabilir. Bu ¢alismada uygulanan bazi
ekstraksiyon ySntemleri; Doyle ve Doyle (1987), Kim et al. (1997) Lefort et
al. (1998) olmugtur. Bu yontemlerden elde edilen DNA miktarlan gizelge 4.
1.”de verilmigtir.

Calismada denenmis olan ydntemlerden yeterli saflikta ve miktarda DNA
ekstraksiyonu yapilamamig olmasindan dolayr var olan yontemlerde
modifikasyon yapilarak yeni bir DNA ekstraksiyon yontemi geligtirilmigtir.
Yeni yontemde, eski yontemlere gbre arindirma iglemi daha uzun tutulmus,
boylece bitkide var olan fenolik bilesiklerden de armdmlmigtir. Bundan
sonraki Trabzon hurmas: ile yapilan ¢aligmalara yardmci olacaf:
digiintilmektedir.

RAPD analizi i¢in ikinci 6nemli agsama, PCR agamasidir. En uygun PCR
kosullarin1 elde etmek i¢in DNA izolasyonu agamasindan sonra, bir seri
optimizasyon ¢aligmalar1 yapiimigtir. Belirlenen en uygun optimizasyon
sartlan ile ¢aliyma yuriitilmiigtir. DNA polimerazin ¢aliyma kapasitesini
artirmak i¢in 6n denatiirasyon uygulanmigtir.

PCR igin kullamlan primerlerin segiminde cesitli denemeler sonucunda en
ivi sonug veren 10 tanesi segilmistir. Bunlar siras: ile; OPA-01, OPA-03,
OPA-18, OPA-19, OPC-11, OPC-12, OPC-15, OPC-20, OPO-07 ve OPO-
10 primerleridir. Bu oligoniikleotid primerlerin sekanslar: gizelge 3. 2.’de
verilmistir. Cahigmada denenen ancak PCR reaksiyonu ile sonug vermeyen
diger primerler ¢izelge 3. 3.’de gosterilmektedir.
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Kullanilan primerlerin amplifikasyon dereceleri ve bant sayiar: farklihk
gOstermigtir. Tm primerler polimorfizm gostermigtir.

Benzerlik indeksi (B.I.) formiiline dayah hesaplama yapilarak, g¢ikan
sonuglardan gesitlere ait benzerlik indeksi ve buna bagl olarak, cegitlere ait
genetik iliski dendogramu hazirlanmigtir. Yapilan bu aragtirma sonucunda
elde edilen benzerlik indeksi ve dendogram bulgulari, ¢alisilan bireylerdeki
genomik benzerlik ve farkiiliklarimi ortaya koymaktadir. Buna gére en
dagiik benzerlik oram 0,611 ile 13 ve 5 numarah bireyler (Karakose Kdyii
ve Yayladag1 merkez) dir. Bu bireylerin cofrafik olarak birbirinden uzakta
olmasi bu durumu agiklayabilir. 15 ve 4 numarali bireyler ise (Hisarcik
Koyt Giineystgiit kdylerinden alinan bireyler) benzer sekilde 0,639 diigiik
benzerlik oranin1 vermistir. Bu iki birey de, ¢aliymada kullanilan bireyler
icinde birbirine uzak olanlardandir.(Sekil 3.1.) 2 ve 3 numarali bireyler
(Kocaman Koyti ve Yayladag: merkezinden alinan bireyler) 0,89 ile en
yitksek benzerlik indeksini vermiglerdir.Bu iki birey de aym cografyada
yetigmektedir. Bu sonuglara dayanarak, aym ckolojide yetisen bireyler
arasinda daha yiiksek benzerlik oldugu sbylenebilir. Bireylerin toplandifi
yer ve denize olan ylikseklikleri gizelge 3.1. *de verilmistir.

Dendogram incelendiginde, 2 grup olusturdugu gériilmiigtiir. Her bir grup 5
ve 13 birey igermektedir. Bahsedilen ilk 5 bireyli grupta bulunan bireyler;
15,17, 18, 16, ve 13 numarah bireylerdir. Bu ana grup 15. birey ve diBerleri
olmak lizere iki alt gruba ayrilmistir. 4 birey igeren ikinci alt grup ise strasi
ile tek, tek, tek ve iki birey icerir. Bahsedilen, 5°li gruptaki en yiiksek
benzerlik indeksi; 16 ve 13. bireyler (Glineysogiit Kdyii, Samandaj ve
Yayladagi merkez), en diigilkk benzerlik indeksi ise 17 ve 15. bireyler
(Uzunbag Koyii, Samandag ve Giineys6giit Koyii, Samandag) olarak tespit
edilmigtir.

13 bireyden olugmus ikinci grup ise; 11, 10, 9, 8, 7, 6, 14, 5, 4, 3, 2, 1
numaral1 bireyleri ihtiva etmektedir. Bu grup iki ana gruba ayriimaktadir.
Ana grup sirasi ile, 7 ve 6 bireyden olugmus iki alt gruba ayrilmigtir.

Bahsedilen alt gruplardan 7 bircyden olugany, sirast ile tek, tek, ikili, ikili ve
tek bireyden olusan gruplara ayriimistir. Diger alt gruptaki 6 birey ise; tek,
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tek, tek, ikili ve tek bireyden olusan gruplara ayrilmigtir. Bahsedilen ana
grupta bulunan en yiiksek benzerlik indeksi 0,890 ile 11 ve 5§ (Hisarcik
Koyt Antakya ve Karaktdse Koyl, Samandafi) numaral: bireylerdir. En
duigiik benzerlik indeksi 0,656 ile 3 ve 2 ( Yayladag merkez ve Kocaman
Koyii, Yayladag) numaral bireylerdir.

Dendogramda 5°li ve 13°lii iki grup incelendiginde; cografik bir ayirimin
s6z konusu oldugu, aym ekolojide yetigtirilen bitkilerde genetik
benzerliklerin daha yiksek oldugunu stylemek mimkiindiir. Ancak,
Gilineysogiit Kdyiinde aymi ekolojide bulunan bireylerde nispeten diigtik
benzerlik indeksi oldugu da gériilmigtiir.

Morfolojik verilerden bagka, benzer ekolojide yetigtirilen bireyler arasinda
genetik yakinhifin bulunabilmesi, tanimlamada morfolojiden gelen verilerin
yetersiz oldugu ve DNA diizeyindeki tammlamalarin gerekli oldugunu
diisiindiirmektedir. Bireye 6zgli polimorfizmi saglayan DNA amplifikasyon
drtinlerinin ortaya gikarilmasi, dier bir deyisle, diger bireylerden farkh
olarak ¢ogaltilmig bir bandmn bulunmasi, tanimlamada yeterli olmaktadr.
Bu yiizden RAPD teknigi uygulamada oldukga etkin bir yontemdir. Farkh
tanimlama ySntemlerinde ortaya ¢ikabilecek celiskiler DNA’nin kullanildig:
yontemlerle ortadan kalkmaktadur.

Diger DNA belirteglerinden hibridizasyona bagli olanlar (RFLP ve AFLP
gibi) RAPD teknigine gore daha kisitlayicidir. Ornegin bu belirteglerden
bazilan oldukga fazla bilgi birikimi ve tecriibe gerektirmektedir. Radyoaktif
isaretleme gereklilifi yontemin ekonomikligini ve azaltmaktadir.
Hibridizasyonda tnemli bir unsur uygun probun bulunmas: oldugundan, bu
faktér de kisitlayici bir etmen olarak digiiniilebilir. Diger PCR’a dayah
belirteglerden (Ornegin SSR) bazilarinda ise, tamimlama igin gerekli olan
polimorfik bant eldesi oldukg¢a zordur. Dolayisiyla yapilacak olan galismada
mevcut kogullar; zaman, ekonomik olmasi beraber diisiinililmesi gereken
parametrelerdir.

Calismada kullanilan teknik olan RAPD, uygun optimizasyon sartlari
saglandi1 zaman, ok iyi sonug verdigi bilinmektedir. Bu nedenle, bir gok
aragtirici tarafindan siklikla tercih edildigi bilinmektedir.
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Hatay ilinin iilke Gretiminde bilyiik paya sahip olmasi, ve bu bolgede
Trabzon hurmasina ait tamimlama ¢ahigmalarmnin heniiz yetersiz olmasi
araglirmanin Snemini ortaya koymaktadwr. Bundan sonra yapilacak olan
caligmalara diger bir fayda da bu bitkiye 0zgii gelistirilen DNA izolasyon
yontemi olacaktir. Ulkemizde bulunan potansiyelin degerlendirilmesinde;
bundan sonraki gelecek olan AFLP, RFLP, SSR gibi DNA belirtegleri ile
yapilan tanimlama ve 1slah galigmalarinin 6nemi biiyiik olacaktir.
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