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OZET

Pinus pinaster, Pinus sylvestris, Pinus nigra, Pinus brutia ve Pinus pinea’mn
yapraklarindan izole edilen genomik DNA kullamlarak bu ¢am agag tiirleri
arasindaki genetik polimorfizm RAPD analizleri ile belirlendi. RAPD analizlerinde
otuzbir tane farkli primer denendi. Bu primerlerden sadece oniki tanesinde
cogaltilmig bantlar elde edildi. GYTE 9 (5' CTGCAGTGGCTTTCACCTTC 3%
primerinin kullanildigit RAPD analizinde homomorfik bantlar elde edilirken diger
onbir primerle yapilan RAPD analizlerinde heteromorfik bantlar elde edildi.
TUB 365 (5 GGACTGGAGT 3') primerinin sagladig heteromorfik bantlar ile bu bes
farkll ¢am tiiriinii aym1 anda molekiiler diizeyde birbirinden ayirmak miimkiin oldu.
Tirler arasinda en yiiksek polimorfizm degerinin, Pinus nigra ile Pinus pinaster
arasinda %52.75, en diigiik polimorfizm degerinin ise Pinus nigra ile Pinus sylvestris

arasinda % 28.25 oraninda oldugu hesaplandi.

Yapisinda fazla miktarda fenolik maddeler bulunan ¢am yapraklarindan DNA
izolasyon yontemlerinin geligtirilmesi ve o6zellikle genetik diizeyde polimorfizmi
belirlemede kullanilabilecek uygun primerlerin saptanmasi, farkli ¢gam genotiplerinde

yapilacak molekiiler genetik galigmalarina katkida bulunacaktir.



SUMMARY

In this study, genetic polymorphism was studied on five different pine species; P. pinaster,
P. sylvestris, P. nigra, P. brutia, and P. pinea. The genomic DNA isolated from needles
was used to determine genetic polymorphism among different pine species by using RAPD
(Random Amplified polymorphic DNA) analysis. Thirty-one primers chosen arbitrarly
were used to amplify genomic DNA. Among these primers, twelve primers produced expected
bands on analytic gel. Primer GYTE 9 (5' CTGCAGTGGCTTTCACCTTC 3%
homomorphic bands for all tested genotypes. However, primer TUB 365
(5" GGACTGGAGT 3') produced polymorphic RAPD bands for these genotypes.Then
the rate of polymorphism was calculated. According to results, the highest
polymorphism rate was 52.75% between P. nigra and P. pinaster. The lowest
polymorphism was 28.25% between P. nigra and P. sylvestris.

Developing techniques for DNA isolation from highly phenolic pinus needles and in
particular obtaining proper primers which will be used in the determination of
polymorphism will provide an essential contribution to the genetic research in the field of
Pinus genotypes.
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I. GIRIS

Diinyada her yil hizla artan nifus sonucu yeni tanm, sanayi ve yerlesim
alanlarina olan ihtiyag hizla artmaktadir. Tarim ve mera alanlarinin smirnna
dayamldigina gore, dogan ihtiyact kargilayacak kaynak sadece orman alanlandir.
Orman kaynaklarina olan baskinin tarihi, insanhk tarihi kadar eskidir. Insanoglunun
teknolojik giicii arttikga, Gretim alanlan gelistikge ormanlann azalmasi hizlanmugtir.
Tarim oncesi dénemden bugiine orman kaynaklarinin % 20-25 oraninda azaldigim
gormekteyiz. Azalma hizla devam etmektedir. Bu azalmadan kuzey yan kiirenin
yaprakh ve igne yaprakh ormanlari % 32-35 oramnda etkilenmigtir (Ayberk, 1992).

Yurdumuzda mevcut 19.1 milyon hektar orman alam agag tiirleri bakimindan
ibreli ve yaprakh agaglardan meydana gelmektedir. Ormanlarimizda tiir olarak % 54.4
ibreli ve % 45.6 yaprakli agaclar mevcuttur. Ibreli agaglardan olan san ¢am, kara
cam, kizil gam toplam % 38.5 katilma oramyla en yiiksek degere sahiptir. Yine koru
ormanlarinda kizil cam % 19.3, kara ¢am % 16.9, san1 gam %7.6'lik katilma paylarina
sahiptir (Uslu, 1988).

Takson zenginligi agisindan yalniz Coniferae'ler arasinda degil, Gymnospermae
bitki diinyasinda da en bagta gelen Pinus (¢am)'lar her zaman yesil, uzun boylu ulu
agaclar, ender olarak Pinus mugo , P. pumila ve P.uncinata gibi kisa boylu ¢ali, hatta
yerde siirinen c¢ahlar halinde odunsu bitkilerdir. Camlar asil yayiigim kuzey yan
kiiresinde yapmakta, ancak Sumatra'mn dogusunda Sunda adalarinda Pinus merkusii
turi ile, ekvatorun giineyine gegebilmektedir. Bu genig yayiliy alanlarinda sahil
kumluklarindan, yukan orman ve agag¢ simirlarina degin ¢ikmaktadir.

Giiniimiizde yiizii agkin taksonu ile kuzey yan kiiresinde yayilan Pinus cinsini,
taksonomik agidan ¢esitli seksiyon ve gruplara aywrarak incelemek daha kolay
olmaktadir. Bu simflandirmalarda dikkate alinmasi gereken en Onemli ozellikler,
kozalak yapisi, 6zellikle pullanimn bigimi, igne yaprak sayilar, igne yapraklann enine
kesitlerinde bir ya da iki iletim demeti bulundurmasi, 6te yandan igne yapragin enine
kesitinde bulunan recine kanallarimin epidermisin hemen altinda (marjinal), yapragin

mezofil dokusu i¢inde (medial), ya da yapragin, iletim borusu demetinin ¢evresinde



iletim demetli, ¢irali, sert) ¢amlar ve Haploksilon (tek iletim demetli, yumusak) e

¢amlar.

Sahil ganmu (P. pinaster) Akdeniz iilkelerinin agacidir. Genel cografi yayihgina
Fransa ve Portekiz'in Atlantik sahillerinden baglar, Giiney Avrupa kiyilarindan
Yunanistan'a degin uzanir. Bu genis yayilig alamnda birbirinden ayrilan cografi wrklar
vardir. Sahil ¢amu Ulkemizde dogal olarak yetismez. Ancak agaglandirmalarda,
Ozellikle kumsal sahil alanlann agaglandinlmalarinda yaygin olarak kullanilmaktadir.
Sahil gamimin odunu bagta regine tiretimi olmak iizere, seliiloz ve kagit hamuru elde
edilmesinde kullamlmaktadir. Bu tiir, deniz iklimini yeglemekte, karasal iklimden
kaginmaktadir.

Ispanya, Italya'nin giineyi, Balkanlar ve Avusturya'da dagihm gosteren kara
camun Turkiye'de bulunan gesidi Toros kara gamudir (P. nigra pallasiana).Y aklagik
iki milyon hektarlik alam kaplayan bu ¢am tiirii Trakya'da, Kuzey, Bati, Giiney ve
Orta Anadolu'da yaygindir (Tungtaner ve ark., 1986). Kuzeyde san ¢am, goknar ve
mege ile, Toroslar’da sedir ve goknar ile karigik ormanlar olugtururken, 6zellikle Bat
Anadolu daglarinda katigiksiz ormanlar olugturur. Orta Anadolu'da bozkinn igine en
¢ok sokulan agag tiirlerinden biridir.

San ¢am (P. sylvestris) en genig cografi yayihy gosteren ¢am taksonlarindan
biridir. Iskogya'dan baglayarak tim Avrupa, Alpler, Pirene, Voj, Karpatlar ile
Balkanlar, Iskandinavya, Tiirkiye ve Asya'da gok genis alanlarda yayihr. Sibirya'ya
degin uzamr. San ¢am Tirkiye'de saf ve kanigik olarak bir milyon hektara yakin bir
alanda yayilir. Kuzeydogu Anadolu'da Ardahan, Oltu, Posof ve Sartkamig yorelerinde
¢ogunlukla saf, Yalmz¢am daglarinda saf ya da Dogu ladini ve Dogu Karadeniz
goknan ile kangik olarak genis ormanlar olusturmaktadir. Bati Anadolu'da kesintili
olarak Bursa, Eskigehir, Kiitahya yorelerine kadar gelir. Orta Anadolu'da ise Akdag
madeni yakiminda biiyitk, Kayseri-Kahramanmarag arasinda Pmarbagi, Goksun
yorelerinde yedi kiigiikk adacik halinde bulunur. Burada yalmz Tirkiye'de degil



1980).

diinyadaki yayiligimn en giiney noktalarindan birisine ulagmis olmaktadir (Kayacik, -

Pinecae familyasina dahil olan Kizil ¢am (P. brutia Ten.) 20-25 m boy ve 60
cm ye kadar gap yapabilen, genel goriinimii ile Halep ¢amina benzeyen, kalin dalli ve
genellikle diizgiin olmayan gévdeye sahip ¢nemli bir orman agacimizdir. Kizil gam
asli agag tiirlerimizdendir (Neyigci, 1987). Kizil gamun genel cografi yayiisi Dogu
Akdenizdir. Yunanistan'in dogusundan baglayarak Girit, Kibnis, Tiirkiye, Suriye, Irak,
Liibnan ve Urdiin'de yayilir. Tiirkiye'de en genis yayiimim yapmaktadir. Marmara,
Ege ve Akdeniz Bolgelerinde genis kesimlerde yayilmakta, ayrica Karadeniz sahilleri
boyunca 6émegin, Sinop Camgolii yoresinde kiigiik adaciklar halinde bulunmaktadir.
Tiirkiye'de yaklagik ti¢ milyon hektarlik alam kaplar (Angin, 1988).

Fistik ¢amu (P. pinea) esas yayihgim Anadolu'da yapar. Cografi yayihgina
Portekiz'den baslar, Suriye'ye degin yayilir. Bir Akdeniz formudur. Fransa, Ispanya ve
Italya'da kiigiik mescereler kurar. Tirkiye'de ortalama yirmi bin hektarhk alana
yayillmugtir. Batt Anadolu'da Bergama yorelerinde, Kozak, Aydin, Mugla yakinlaninda
genis mescereler olusturur. Ayrnica Manavgat sahillerinde, Marmara yoéresinde,
Gemlik Korfezi kiyilarinda, Kahramanmaragta ve Onsan koéyiinde yayihs
gostermektedir. Bu genel yayiisi diginda, Dogu Karadeniz sahil ve i¢ kesimlerinde
¢ok dar ve pargah halde Trabzon'un Kalenema deresi Diizkdy yoresi ve bundan daha
genis olarak Artvin Coruh Vadisi’'nde bulunmaktadir. Bu ¢am tiiriiniin odunu, her ne
kadar sann ¢am ve kara ¢am gibi degerli degilse de, regine iiretimi ve kimi yerel
gereksinimlerde kullanilmaktadir. Asil yararlanma sekli ise, yenen yagh tohumlarn olan

yan Uriinleridir. Aym zamanda bir park agacidir.

Ozellikle ingaat ve kaBit sanayii agisindan bityilk 6nem tagtyan ¢amlar, ayrica
terebentin, kolofan, gam ve terebentin esansi, odunkomiiri, yakit gazlar ve ¢am
katrant gibi degerli Griinlerin kaynagidir; ozellikle kizil gam, Halep ¢amu, sahil ¢amu
gibi tiirler bu amaglar igin yetistirilir. Cam yapraklanindan damitilan yaprak esans: da
ilag olarak kullamlir.
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Orman gen kaynaklan devamh olarak tehdit altinda bulunmaktadir. Genelde i

biyak iklim degisikliklerinin bu tehditlerde onemli bir roli vardir. Bu tehdit olaguim ;= " ..

siirecine, bir kac bin seneden beri insanlar da katilmuglardir. Ozellikle insanlar - *

tarafindan arzu edilen bazi ekolojik ortamlar, tanm arazisi veya yerlesim yeri olarak
acilmugtir. Agilan bu yerlerdeki yerli agag tiirlerinde ya daralmalar meydana gelmis
veya tamamen kaybolmustur. Bu yolla, son 50-100 yil igerisinde ekonomik tiirlerin
bircogu yok olma tehlikesi ile kargilagmiglardir veya yokolmuslardir.

Cevre kirliligi, hizla artan dinya nifusuyla birlikte gelen tarm alanlarinin
agilmasi ve ormanlara verilen zarar zengin bitki tiirlerini igeren alanlan dolayisi ile bu
bolgelerdeki genetik ¢esitlilifi yok etmektedir. Bu nedenle, biyoteknolojik yontemler
kullamlarak dogadan elde edilen bitki materyalinin uzun siireli saklanmas: (DNA
bankalan) diisiincesi ortaya ¢ikmms ve ¢ogu bitki tiirleri i¢in gen bankalan kurulmustur
(Tossel, 1991). Bununla beraber dogal gen kaynaklanmn varhg, tanmsal ilag
kullamminin azaltilmasi ve yabani tiirlerde varolan istiin karakter ¢zelliklerinin gen
transferi yontemleri ile bitkilere aktarilmasi buyitk onem kazanmustir. Bu sekildeki
uygulamalar dogal gen kaynaklanmn daha verimli kullamlmasim saglamaktadir.

Ormancilikta gen kaynaklarinin korunmast ¢aligmalarina, orman agaglar 1slahi
caligmalanmin gelistirilmesi yaninda, 6zel bazi tedbirlerin alinmas: sekliyle de devam
edilmektedir. Amaca yonelik olarak "in situ" veya "ex situ" gibi gen kaynaklanim
koruma yontemleri ile, tek fert korumasindan tohum bahgelerine, genel dagiimdan
orijinlere kadar koruma yapmak miimkin olmaktadr. Gen kaynaklarmn
korunmasinda amag, sistematik diizen ve degerlendirme olmahdir. In situ korumasi,
megcerelerin korunmasi, dogal genglestirme ve suni genglestirmeyi ex situ korumasi,
agaclandirma, tohum bahgeleri, klon parklan, tohum ve polen saklanmasi, vejetatif
iiretme materyalinin saklanmasim kapsamaktadir (Simgek, 1993).

Klasik 1slah ¢aligmalarina alternatif olarak bitki doku kiltiiri ve gen
mithendislifi tekniklerinin uygulanmasi ile hizhi biyiiyen, ortam kosullarina uyum
saglayan, patojenlere direngli, seliloz 1if kalitesi yiiksek orman agaglanmn
yetistirilmesi in vitro koruma ile miimkiin hale gelmigtir. Bu amagla bitki doku kalttiri



gergeklestirilmektedir (Christie,1978; Ahuja, 1983; Coleman and Ernst, 199 fy
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Bu caliymada yurdumuzda Gebze/Kocaeli yoresinde yetisen bes farkli ¢am
tiirliniin molekiiler diizeyde genetik polimorfizm analizlerinin yapilmasi amaglanmigtir.
Bu amagla ilk olarak DNA izolasyonlan yapilan 6érneklerin, DNA bankalan kurulmusg
ve bu genetik materyal kullanlarak RAPD teknigi ile oniki farkli primerin sagladig
DNA parmakizleri ¢ikarmustir. Turlerin parmak izleri degerlendirilerek genetik
polimorfizm oranlan % olarak hesaplanmigtir. Uygulanan bu yéntemlerin ¢am tiirleri
uzerinde yapilacak molekiiler diizeydeki analizler igin temel olugturacag
dugunilmektedir. Elde edilen sonuglar ile genetik cesitliligin 6lgiilmesi, tiirler
arasindaki akrabalik derecelerinin belirlenmesi ve istenilen 6zelliklerdeki tiirlerin

biyoteknolojik markir yontemleri ile saptanmas: miimkiin olacaktir.
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Yetmigli yillarin baginda gelismeye baslayan Gen Miihendisligi, Rekombinant
DNA Teknolojisi ya da son yillardaki deyimiyle Biyoteknoloji ¢ok hizli bir gelisim
gostermis ve glnimiiz biliminde ¢igir acan bir bilim dali haline gelmistir.
Biyoteknolojinin siurlan ¢ok genis bir uygulama alamm igine almaktadir. Bu yeni
alan, disiplinler aras: bir 6zellige sahip olup bir¢ok sahaya Grnegin; tip, veteriner
hekimlik, tarim, orman, gida, ¢evre, biyokimya, endistri vb. bagan ile
uygulanabilmektedir.

Islah amac: ile seleksiyon yapilabilmesi i¢in genetik farkliiklarin yaratmms
oldugu bir varyasyon gereklidir. Gozlem, olgme ve kimyasal analizlere dayal
kargilagtirmalar, genotip farkhliklan bir 6lgiiye kadar ortaya koymaktadir. Dogadaki
yabani tiirlerin toplanarak molekiiler diizeyde analizlerinin yapilmasi, ekonomik
agtdan degeri olan tiirlere yeni ve ustiin ozellikler kazandirmak agisindan Gnemlidir.
Bu tiirlerin gen verici olarak kullanilmasi, molekiiler yontemler ile istenilen tiplerin
secimi, klasik 1slah yontemlerindeki giicliikklerin asilmasina olanak vermektedir
(Bothmer et. al., 1991).

Dogal gen kaynaklarnmin varlii ve yabani tiirlerde (ya da hatlarda) varolan
stlin karakterler, bu karakterlerin gen aktarimi yontemleri ile diger tiirlere aktarim
agisindan 6nem tagimaktadir. Bu amagla gelistirilecek olan biyoteknolojik yontem ve
uygulamalar dogal gen kaynaklarimin kullanilmasi ile gergeklesebilecektir (Laurie et.
al., 1992).

Gunimiizde molekiiler biyoloji ve molekiiler genetik ¢aligmalarda kullanlan
yapi tamamen genetik materyaller (DNA ve RNA) olmustur. Cok sayida ornekle
caligilirken 6rnegin populasyon c¢aligmalarinda dokulardan DNA izolasyonu basit,
hizli, ucuz ve etkin yontemler gerektirir (Webb and Knapp, 1990). Cesitli bitki
tirlerinde bitkinin farkl:t dokularindan (yaprak, govde, kok, tohum vb.) DNA
izolasyonu igin farkh yontemler geligtirilmigtir. Bitki DNA'simn ekstraksiyonu igin
¢ok sayida yontem (Dellaporta et. al.,1983; Keim et. al., 1988; Rogers and Benedich,
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1985; Saghai-Maroof et. al., 1984; Wagner et. al, 1987) kullamlwmaktadlr

P.brutia’'mn haploid megagametofitlerinden DNA izolasyonu (Kaya, 1993%,3@1]105’17" }.'":
var. elliotti yapraklanndan DNA izolasyonu (Kamm et. al, 1996), Pradgqgc;
tomurcuk protoplastlarindan DNA izolasyonu (Gorman et. al., 1992), P.
sylvestris'te haploid megagametofitlerinden DNA izolasyonu (Szmidt et. al., 1996),

P. pinaster'de haploid megagametofitlerden DNA izolasyonu (Plomion and Omalley,

1996) literatiirlerde bildirilmektedir. Ozellikle yapisinda polifenolik maddeleri
bulunduran bitkilerden saf bitki DNA's1 izolasyonu zordur. Izolasyon igin yaslt
yapraklann kullamimasi ile de kiigiik bir miktar DNA elde edilir fakat yapraklarn ilk

ezme agsamasinda zorlamlir (Couch and Fritz, 1990; Baribault et. al., 1989).

Orman agaglari genetik analizlerinde zorluk ¢ekilen materyallerdir. Uzun
generasyon siiresi, dig doéllenme sistemlerinin olmasi, saglanan genetik bilgilerin
eksikligi bu tirlerin ortak olan simrlayici 6zellikleridir. Camlanin genom boyu gen
haritalama ve gen klonlamada engel olmaktadir. Wakamiya ve arkadaglari (1993)
ondokuz degisik ¢am tiirinde genom boylarim tespit etmislerdir. Bu deger haploid
megagametofit dokularda 21-31 pg arasindadir. Seker ¢camu (Pinus lambertiana) 1 C
DNA hacminde, 31.7 pg veya yaklasik 30.000 mb DNA'ya sahiptir. Bu miktar
domates bitkisinin genomundan 40 kat daha biyiktir. Pirus ve diger
Gymmnospermae'ler, tohumlarinda haploid megagametofitlere sahiptirler. Bu
dokulardan izole edilen DNA ile yeterli bir genetik markir haritalamas: yapilabilir
(Devey et. al., 1995).

DNA parmak izi; bireyin kimlik tayini, tiirler aras1 akrabalik, baglant: haritalar,
insan genom analizi, hastaliklarin prenatal tamsi, hastalik lokuslarimin yerlesimi,
genetik gesitlilik, molekiiler arkeoloji, adli tipta kimlik tespiti, epidemiyoloji
aragtrmalaninda kullamlmaktadir (Watkins, 1988; Landegren et. al., 1988). DNA
parmak izi ¢aligmasmin basarisi, kullanilan DNA'min miktar ve kalitesi kadar PCR
(Polimeraz zincir reaksiyonu) sartlarimn uygunluguna da baghdir (Caetano-Anolles
et. al., 1992).

DNA kaynakh molekiiler markirlar, bireylerin genetik materyali olan DNA'daki
farkhliklarim ortaya ¢ikarirlar. Bu teknoloji geleneksel 1slah yontemlerini kullanarak



gerceklestirdigimiz orman agaci 1slah c¢ahgmalanina biytk katkil
ginimizde agag 1slah programlarinda yaygin bigimde uygulanmaktadir (
Richardson, 1995).

Genetik markir kavramu yeni degildir (Neale and Williams, 1991; Neale et. al.,
1992; Burdon, 1994). Ozellikle 1970'li yillardan sonra biyoteknolojik DNA markir
teknikleri c¢esitli amaglar icin gelistirilmis ve gilinimizde yaygin bigimde
kullamlmaktadir. Molekiiler markirlarin kullammu, Kantitatif kalitimm molekiiler
genetik temelinin analizine olanak saglayarak ozellikle genom yapilarinin incelenmesi
ve bitki gen haritalarmin olusturulmas: igin yeni bir yontemdir (Helentjaris et. al.,
1988; Bonierbale et. al., 1988; Whitkus et. al., 1992). Bitki gruplanmin morfolojileri
cevre kosullarindan etkilendiginden bunlarin fenotipik olarak tamimlanmas: oldukga
zordur ve ¢ogu kez kangikliga yol agabilir. Bu nedenle bitki tirlerinin molekiiler
diizeyde tamimlanmasi, bitkilerin genetik potansiyellerinin amaca uygun bigimde
yonlendirilmesi, tiirlerin net bir gekilde tamimlanabilmesi ve germplazmin devamlilig
agisindan 6nem tagimaktadir (Mori et. al., 1993). Giiniimiizde DNA markir teknikleri
kullanilarak kesin tiir tamsi ve bitki gen haritalann yapilabilmektedir. Devey ve
arkadaslan (1996) P. radiata i¢in genetik baglant1 haritast olugturmak amaci ile 165
RFLP, 41 RAPD ve 2 mikrosatellit markirin analizlerini kullanmiglardir. Bu harita ve
kullanillan markarlar, P. radiata ve diger c¢am tiirlerindeki genetik ¢aligmalarda
bagvurulabilecek kaynaklar olmaktadir.

DNA markir tekniklerinin geligimi, polimeraz zincir reaksiyonunun (PCR)
(Mullis and Faloona, 1987, Saiki et. al., 1988) kullamlmastyla saglanmigtir. Polimeraz
zincir reaksiyonu, genomda niikleotit dizisi bilinen herhangi bir bolgenin bir ¢ift
oligoniikleotit (primer) kullanilarak, ¢ok sayida kopyasinn gikariimas: esasina dayamir.
Bu teknikte, tekrarlanan déngiiler halinde ti¢ farkli sicaklik derecesi uygulanr. Cift
zincii DNA molekiiliiniin  denatiirasyonunun  saglanmasi igin 95 °C,
oligoniikleotitlerin (primer) DNA'ya baglanmasi igin 55 °C ve Taq DNA polimeraz
enziminin reaksiyonu kataliz ederek, hedef DNA bélgelerini sentezlemesi igin 72 °C
sicaklik dereceleri kullanilir (Graul, 1989). Teorik olarak, sentezlenen DNA bolgesi
her bir dongii sonunda iki kat artarak 30 déngii sonunda yaklagik 2% kat gogaltiloms

olacaktir.
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Bitkilerde DNA parmak izi ¢aligmalarinda goklukla uygulanm% ,;telqu]:er’* ! : §

arasinda genomik RFLP analizi (Tanksley et. al, 1989) mnnsatélﬂ veya
mikrosatellitleri tamamlayan problarla ¢ok lokuslu DNA parmakizi analizi (Eppleﬁ“’é‘t’ “"tb
al., 1992; Weising et. al., 1995), tek mikrosatellit lokuslarinin PCR ile ¢ogaltilmas:
(Cregan et. al., 1994), genomda bilinmeyen bélgeleri ¢ogaltan rastgele ya da yan
6zgiin primerler kullanilarak yapilan PCR analizi (Williams et. al., 1990, Gupta et. al.,
1994) sayilabilir. Bir bagka markir teknolojisi olan gogaltilmig fragment uzunluk
polimorfizmi (AFLP); kalip DNA’nin restriksiyon enzimleri ile kesilmesiyle olusan
DNA pargalarinin segilerek ¢ogaltilmasina dayanan bir yontemdir ve DNA parmak izi
analizinde kullamlmaktadir (Zabeau and Vos, 1993; Vos et. al., 1995).

Molekiiler diizeyde kargilagtirma s6z konusu oldugunda izozim ve RFLP
(Restriction Fragment Length Polymophism) tekniklerinin ya da bunlara gore daha
yararh oldugu belirtilen RAPD (Random Amplified Length Polymorphic DNA)
tekniginin kullamimasi gerekmektedir. Yurdumuzda ilk kez Giirel (1993), iki adet
rastgele primer kullanarak, RAPD yontemi ile yurdumuz kokenli yabani arpa
hatlarindaki polimorfizmi ortaya koymuslardir.

2. 1. Genetik Polimorfizm Cahsmalarinda Izozim Analizleri

Izozimler biyokimyasal markir olarak agag 1slah programlannda etkin bir arag
olarak kullamlmaktadir. Smith (1988), Doebley ve arkadaslan (1985), ve Wilson
(1988) bitki enzimlerinin farkl: elektroforetik ozelliklerine dayanan biyokimyasal
markir teknikleri olarak izozimleri kullanmuglardir. izozim polimorfizmi (enzimin
tirler arasindaki farkhhklan) bireylerin parmakizlerini tespit etmede, 1slah oranlariny,
polen bulagma seviyeleri ve kiitle tozlagma yénteminin bagari seviyesini hesaplamada
ve soyun tespit edilmesinde kullamlmgtir (Wheeler and Jech, 1992). izozimlerin
genetik ve 1slahta yogun olarak kullanlmasi, bu alandaki varyasyonun genetik bir
tabanimin oldugu ve Mendel kurallanna uygun bir kahtim gosterdiklerinin
anlagiimasindan sonra olmugtur (Hubby and Lewontin, 1966). Izozimler iginde
gorillen bu varyasyon, kendini kodlayan lokustaki alleli temsil etmekte ve allozim
olarak adlandinlmaktadir. Allozim varyasyonu bitkilerde tiirlerin, cesitlerin ve



yoniinden incelenmesinde (Brown and Weir, 1983; Pinkas et al., 1985; Weeden and

Prvidenti, 1988), somatik ve seksiiel hibritlerin belirlenmesinde (Wetter and Kao,
1976; Gates and Baulter, 1979; Tanksley and Jones, 1981) yogun olarak
kullamlmugtir. Allozim varyasyonunun incelenmesi sonucunda, bitki tirleri gen
havuzlarinin organizasyonu hakkinda daha fazla bilgi ortaya ¢ikmustir (Gotlieb, 1981).
Izozimlerin kullanildig: sistemler varyetelerin genetik analizinde yararh olmalarma
kargin, genomda varolan potansiyel varyasyonun ortaya cikanlmasinda yetersiz
kalirlar (Weeden and Lamb, 1985). Hizh ve maliyeti diisiik olmasimna karsin bu teknik,
simirli sayida polimorfizmi belirleyebildiginden yerini DNA markirlarina brrakmmgtir
(Bernatsky and Tanksley, 1989). Izozimler P. radiata igin polimorfizmi belirlemede
cok az faydahdir (Moran and Bell, 1987). Buna kargilik ¢camda DNA kaynakh
molekiiler markirlar ¢ok sayida ve gesittedir. Aym zamanda ¢ogunun elde edilebilirligi
ve gok cesitli oluglant agag 1slah programlarna ek uygulamalar saglar. Gegen 40 yil
icinde klasik populasyon islah yontemleri ile Coniferae orman iuretiminde 6nemli
genetik ilerleme saglanmistir ve gelecekte siirekli bir gelisme olacaktir. Yeni Zelanda
Orman Aragtirma Entitiisii'nde kirk yildan beri P. radiata’nin 1slah ve se¢imi, klasik
populasyon slah yontemlerini kullanarak yapimaktadir (Shelbourne et. al.,, 1986;
Falconer, 1989, Carson et. al., 1990).

2.2. Genetik Polimorfizm Cahsmalarinda Restriksiyon

Fragmenti Uzunluk Polimorfizmi (RFLP) Analizleri

Ilk kez DNA markirlannmn kullammu ile genetik gesitliligin saptanmasi
Restriksiyon Fragmenti Uzunluk Polimorfizmi (RFLP) tekniginin kullanmas: ile
olmugtur (Botstein et. al., 1980). RFLP, genomun restriksiyon endoniikleazlar ile
cesitli uzunluklarda kesilmesi ve radyoaktif igareti DNA pargalart kullamlarak,
homoloji gosteren bolgelerin saptanmast esasina dayanmaktadir. Yontem, bakteriyal
restriksiyon endoniikleazlarmin kesim bolgelerinin olustufu veya ortadan kalktig:
DNA varyasyonunu kullanmaktadir (Laurie et. al., 1992). Bununla birlikte, RFLP
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markirlarimn kullamm pahali, zaman alici ve teknik agidan zor olmas: nedemlle utin’ R

olarak uygulanamamaktadir (Goodwin and Annis, 1991).

2.3. Genetik Polimorfizm Cahsmalarinda Rastgele
Cogaltilmis Polimorfik DNA (RAPD) Analizleri

Iki ayr1 aragtinci grubu Welsh ve McClelland (1990) ile Williams ve arkadaslan
(1990), ozgiil niikleotit dizisinin bilinmesine gerek duyulmadan polimorfizmin PCR
yontemi ile tek bir primer kullamilarak ortaya konabilecegini gostermiglerdir. Random
Amplified Polymorphic DNA (RAPD) olarak tanimlanan bu yontemle ¢ok genis bir
cesitlilik kisa zamanda kolaylikla belirlenebilmektedir. Olugan markirlarin say1 ve
biyiikliigii, primerin niikleotit dizisine ve kalip DNA'da bu dizinin varh@mna bagh
olarak genoma ozgii bir parmak izi olugturmaktadir (Klein-Lankhorst et. al., 1991).
PCR analizinin en oénemli yani, pikogram diizeyindeki DNA'nin baglangi¢ materyali
olarak kullanilabilmesidir (Graul, 1989). Bu yéntem bir seri tekrarlanan replikasyon
doéngiilerini igermekte ve her bir déngii farkli sicaklik derecelerinde gergeklesen iig
asamadan olugmaktadir. Bunlar, DNA'mn denatiirasyonu, primerlerin DNA'ya
baglanmas: ve yeni DNA zincirlerinin sentezidir. Kalip olarak DNA molekiiliiniin,
primer olarak ise yaklagk 10 baz igeren rastgele niikleotit dizisine sahip
oligoniikleotitlerin kullamldig1 analizde, sonugta sentezlenen DNA bolgesi her bir
dongii sonunda iki kat artarak 30 dongi sonunda yaklagk 2% kez
cogaltilabilmektedir. PCR sonucu olusan DNA fragmentleri, elektroforezde etidyum
bromid ile boyanarak UV altinda dogrudan goézlenebilmektedir.

Farklt olarak bu yontemde uzun niikleotit diziye sahip bir ¢ift primer yerine,
farki DNA bolgelerine baglanabilen niikleotit dizileri kisa ve rastgele segilmis
primerler kullamlmaktadir. Bu primerler en az % 50 guanin-sitozin (GC) igerigine
sahiptirler. Primerlerin gok degisik DNA bélgelerine baglanma olasilifim arttirmak
i¢in daha diisiik sicaklik dereceleri (34 °C - 36 °C) kullamlmaktadir (Williams et. al.,
1990). RAPD markirlan, standart elektroforez teknikleri ile ayirt edilebilmekte ve
etidyum bromidle boyanms jellerde U.V. 151k altinda gozlenebilmektedir (Waugh and
Powell, 1992).
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Rastgele gogaltilmg polimorfik DNA (RAPD) (Williams et. al., 19 0}; D ‘
polimeraz zincir reaksiyonu (AP-PCR) (Welsh and McClelland, 1990, Owen
Uyeda, 1991) temelde birbirine benzeyen, tek bir primer kullanilarak gergeklestirilen

%
i )
gogaltilmis parmakizi (DAF) (Caetano-Anolles et. al., 1991), rastgele ign el
DNA markir teknolojileridir

Plomion ve arkadaglan (1996) yaptiklar1 bir galimada P. pinaster Ait. F, doli
tohumlarinin boyuna biiyiimeyle iliskili olan ayirt edici niteliklere ait QTL (kantitatif
karakterleri tasiyan lokuslar) bolgelerini tespit etmek i¢in RAPD analizini
kullanmiglardir.

RAPD ekonomik acgidan oOneme sahip karakterleri tastyan bireylerin
genotiplerinin belirlenmesi, tohum stoklanmin saflignin aragtinimasi, genetik
haritalarin gikartilmasi ve baglantilarin analizlerinde (Reiter et. al.,, 1992), hatlar
arasindaki filogenetik iliskinin aragtinlmasinda (Cobanoglu, 1994), bitki 1slahinda,
genlerin analizinde, evrimsel ve taksonomi gahgmalarinda (Caetano-Anolles et. al.,

1991) genis olgiide kullamlan uygun bir yontemdir.



3. MATERYAL VE METOD

3. 1. Bitki materyali

Bu c¢alismada Pinus pinaster (sahil ¢ami), Pinus nigra (kara ¢am), Pinus
sylvestris (san1 gam), Pinus brutia (kizil gam), Pinus pinea (fistik gamm) tiirlerine ait
bitkilerden toplanan taze ifne yapraklar aragtirma materyali olarak kullamld:.
Yapraklar toplanirken agaglarin ug kisimlarindaki en taze ve en geng olanlan segilerek
alindi. 1-2 gr’lik gruplar halinde aliiminyum folyolara sarilan materyal énce stvi azot
icinde (-180 °C) donduruldu ve kullamlincaya kadar derin dondurucuda (-70 °C)
sakland1.

3. 2. Metod

3. 2. 1. Genomik DNA izolasyonu

Yapraklardan genomik DNA izolasyonunda Walbot (1988), Wagner ve
arkadaglan (1987) ve Saghai-Maroof ve arkadaglarmin (1984) énerdikleri yontemler
uygulandi,

Her bir tiire ait olan yaklagik 0.5-1 gr bitki yaprag iizerine siv1 azot eklenerek
toz haline getirildikten sonra 12.5 ml ezme tamponu (Tablo 3.1.) kullanilarak soguk,
steril edilmis porselen havanda homojenize edildi. Daha sonra bu ince bulamag steril 4
kath bir sarg: bezinden gegirildi. Elde edilen sivi 1.5 ml’lik steril ependorf tiiplere
alinarak oda sicakhgmda 13000 devir/dakikada 15 dakika santrifiij (Eppendorf 5415 C)
edildi.

Sivi faz atildiktan sonra tiplerdeki ¢oékeltiler 100 ul yikama tamponu
(Tablo 3.1.) kullarlarak siispanse edildi. Her bir tiipiin igerigi tek bir tiipte toplanarak
bu siispansiyona final konsantrasyonu % 1 (agirlik/hacim) olacak sekilde N-laril
sarkozin konuldu. Oda sicakhginda 15 dakika biraktiktan sonra yine final
konsantrasyonu % 1 (agirlik/hacim) olan hekzadeziltrimetil amonyumbromid (HTAB)



ve 0.7 M NaCl eklendi. 60 °C’deki su banyosunda 10 dakika tutuldu. Tu@lere 1

kloroform-oktanol 24:1 (hacim/hacim) eklendi. Tiipler ters ¢evrilerek solusy@p 1qu
kanstinldi. ve oda sicakhBinda 6000 devir/dakikada 10 dakika santrifiij edildi. Ustsivi™

dikkatli bir sekilde bagka bir tiipe alind1 ve miktar tayini yapildi. Bu miktarin 2/3’a
hacimde izopropanol eklendi ve 2-4 kez dikkatli ve gabukga ters gevrilerek kangtirildr.
Cokelmis DNA, bir cam g¢engel ile alinarak i¢inde 1 ml % 70°lik soguk etil alkol ve 10
mM amonyum asetat bulunan tiipe aktanldi. 20 dakika bekletilerek DNA’min
yikanmas: sagland. Etil alkol dikkatlice atilarak ¢okelti 150 pl steril distile su, 10 mM
amonyum asetat ve 0.25 mM EDTA eklenerek ¢ozdiirildi.

Walbot'un yonteminin bir kismu, diger yontem uygulanirken DNA'nin
¢okelmesinin olmadifi veya ¢ok az olup cam gengelle 1 ml %70'lik etil alkol ve 10mM
amonyum asetat bulunan tiipe alinamadigs durumlarda devreye konuldu. Izopropanol
igindeki DNA 12000 rpm’de 5 dakika santriftij edildi. Ust siv1 atildi. 1 ml %70°lik
soguk etil alkol konuldu. 12500 rpm’de 10 dakika santrifij edildi. Etil alkol,
¢okeltiden dikkatlice atildi. Cokelmis DNA, vakumda 20-30 dakika kurutulduktan
sonra 150 pl steril distile su, 10 mM amonyum asetat ve 0.25 mM EDTA eklenerek

¢ozdurildua.

Bu DNA soliisyonlarindaki DNA miktann tayini ve polimeraz zincir
reaksiyonunda kullamlacak DNA miktarna uygun sulandinm oranlarmn
hesaplanmasi i¢in UV spektrofotometre (Milton Roy 601)’de spektrofotometrik
Olgtimler yapildi. Distile su ile yapilan 1/200’kik sulandirmmlarm UV
spektrofotometrede 260 nm dalga boyundaki absorbsiyon degerlerine bakilarak ¢ift

zincirli DNA molekiiliiniin konsantrasyonu hesaplandi. Bu hesaplamada ;
OD160 X 50 X Seyreltme katsayisi (oram)
(Maniatis ve ark., 1982) formiilii kullanildi.

Polimeraz zincir reaksiyonu igin uygun sulandinmlan yapilan genomik DNA
ornekleri -20 °C 'de dondurucuda sakland:.



Cizelge 3.1. DNA izolasyonunda kullanilan tamponlar
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Tampon adx icerigi Konsantrasyonu
Tris, pH 8 50 mM
EDTA 5mM

Ezme Tamponu D-Sorbitol 035M
Polietilen glikol (MW 8000) % 10(w/v)
Spermidin % 0.5
2-Merkaptoetanol % 0.1
Tris, pH: 8 50 mM
EDTA 25 mM

Yikama Tamponu D-Sorbitol 035M
Spermidin %0.5
2-Merkaptoetanol % 0.1

3.3. RAPD Analizi Ile Genom Parmak izlerinin Cikarilmasi

Cam yapraklarindan elde edilen genomik DNA’lardan Williams ve ark. (1990)
ile Welsh ve McClelland (1990) tarafindan 6nerilen RAPD yontemi ile genomdaki

rastgele bolgeler ¢ogaltilarak genomik parmak izleri gikartild: ve analizleri yapildi.

3.3.1. Primerler

Cahgmada TUBITAK, Marmara Aragtirma Merkezi, Gen Miihendisligi ve
Biyoteknoloji Aragtirma Enstitiisii'nde sentezlenen 10 niikleotit uzunlugundaki 19
farkli primer ile Genomed A.$.’den satin alinan 10-22 niikleotid uzunlugundaki 14
farkll primer kullamldi. Stok primerler dondurucuda (-20 °C) saklandi. Kullamlan

primerlerin niikleotit dizileri rastgele se¢ilmis olup guanin sitozin (GC) igerigi

% 40-70 arasinda idi.




Cizelge 3.2. RAPD analizlerinde kullanilan primerler

Primerin Adi Primerin Dizisi (5'....3")
TUB* 341 TGAGTGGGTG

TUB 352 GTAGACCCGT

TUB 354 TTCCCCCGCT

TUB 357 TGCTCTGCCC

TUB 359 GTCCACACGG

TUB 364 CATCCCCCTG

TUB 365 GGACTGGAGT

TUB 370 CAAACGTCGG

TUB 374 CAATCGCCGT

TUB 376 CAGCACCCAC

TUB 379 GGTCCCTGAC

TUB 380 GAAACGGGTG

TUB 385 GTGAGGCGTC

TUB 386 GGGGGTCTTT

TUB 388 GATGACCGCC

TUB 392 CTCACCGTCC

TUB 393 TGTCTGGGTG

TUB 396 AAGCCTCGTC

TUB 397 TGCGTGCTTG

GYTE*1 TGCAGGACTAGCATTGGAACTC
GYTE2 CTGGGAGGCAACTATCCAAAAG
GYTE3 GAAAAAAGTTTGCCCAGCAT
GYTE4 CATGCTTCATTTGATGCAATTG
GYTES GATCTCCTCCAACACCAGAAAA
GYTE6 CTGCAGGTTCTGTTGTCCCG
GYTE7 CTACTGCCGCTTCCGAATTAAG
GYTES TGCAGTTGGAACACTTACTCG
GYTE9 CTGCAGTGGCTTTCACCTTC
GYTEILO TGCAGATTGTACAGGGCTGG
MAM* 1 CAATCGCCGT

MAM 2 TCGGCGGATAG

MAM 3 CCTTGACGCA

MAM 4 TGGACCGGTG

* TUB (TUBITAK) primerieri TUBITAK-MAM GMBAE laboratuarlaninda, GYTE
(Gebze Yiiksek Teknoloji Enstitiisii) ve MAM (Marmara Aragtirma Merkezi)

primerleri ise Genomed A. S.'nde sentezlendi.



3.3.2. Enzim

aquaticus’tan izole edilen, termostabil bir enzim olan ve pH 9°da, 72 °C’de en yiiksek

aktiviteyi gosteren Taq DNA polimeraz (Promega) enzimi kullanildi. Bu enzim

-20 °C’de dondurucuda sakland:.

3.3.3. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

Polimeraz zincir reaksiyonu 0.5 ml’lik mikro tiiplerde 25 pl’lik toplam reaksiyon

hacminde gergeklestirildi.

Cizelge 3.3.'deki bilegenler belirtilen miktarlar ve sirastyla tiiplere eklendi.

Cizelge 3.3. RAPD analizlerinde kullamlan bilegenler

Bilesen Icerigi Reaksiyon Konsantrasyonu
Steril bidistile su - -
Polimeraz inkiibasyon Tris-HCI (PH 8.3) 10mM
Tamponu (10X) KCl 50 mM
Jelatin % 0.01
MgCl, ] 2mM
dNTP dATP 25M
dTTP 25M
dCTP 25M
dGTP 25M
Primer - 100 ng
Genomik DNA - 100 ng
Taq DNA Polimeraz - 1 Unite

Daha sonra iyice kangtinlan tiiplere esit hacimde mineral yag eklendi.
RAPD i¢in termalsayklir (MJ Research Inc., PTC100) su sekilde programlandi.




Cizelge 3.4. Termalsayklirda RAPD analizi i¢in programlama stireleri

i1k 4 dongii

94 °C’de 1.5 dakika
35 °C’de 1.5 dakika
72 °C’de 2 dakika

Sonraki 26 dongii
94 °C’de 1 dakika
35 °C’de 1 dakika
72 °C’de 1.5 dakika

Son olarak 1 dongii

72 °C’de 10 dakika

olarak gergeklestirildi. Polimeraz zincir reaksiyonu iiriinleri analizleri yapilana kadar
-20 °C 'de sakland1.

3.3.4. Agaroz Jel Elektroforezi

Polimeraz zincir reaksiyonu iriinlei % 12 ve % 1.5°lik agaroz jeller
kullamlarak analiz edildi. 1.2 gr veya 1.5 gr agaroz tartiip 100 ml 1xTris-Borat
tamponu (Tablo 3.5.) iginde iyice eritildi. Tamponun sicakligimn yaklagik 55-50 °C’ye
diigmesi beklendi. DNA’nin UV 151k altinda g6zlenebilmesi i¢in 5 ul etidyum bromid
(10 mg/ml) eklenerek elektroforez tankina dokiildii. 20-30 dakika sonra donan jel,
iginde 1X Tris-borat tamponu bulunan elektroforez tankina alindi.

Polimeraz zincir reaksiyonu tiriinlerini igeren mikrotiiplere, DNA’larin kuyulara
¢okmesini saglamak igin 5 ul elektroforez yiikleme tamponu 6X (Tablo 3.5.) kondu.
Mineral yagin altinda bulunan polimeraz zincir reaksiyonu iriinii ve yiikleme

tamponunun iyice karigmasi saglandiktan sonra jel kuyularna 20 pl-25 pl kadar
yiikleme yapildi.

Hazirlanan jele 6rneklerle beraber Hind IIT kesimi yapilmisg A DNA da
yitklendi (2ul A DNA’s1 + 8ul bidistile su +1ul elektroforez yiikleme tamponu)
(Tablo 3.6.).
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Elektroforez, sabit 70 V ve 110 mA serbest akim altinda ortalama ‘1,.5‘2 s,aat ‘¢
yapildi. UV ik altinda (TFX-ZOM) gozlenen, po]uneraz zincir reaksiyo soguou’“‘ },*
& v’i:'

kulanmlarak gekildi.

Cizelge 3.5. : Agaroz jel elektroforezinde kullanilan tamponlar

Tamponun ismi Icerigi Konsantrasyonu
. Tris bazi 90 mM
T“s"bz’lrgt;)am"‘m“ Borik asit 90 mM
EDTA, pH 8.2 2 mM
Elektroforez Yiikleme Brom fenol mavisi % 0.25
Tamponu Sukroz % 40 (w/v)

Cizelge 3.6. A DNA'sinin Hind III enzimi ile kesimi

A DNA'ya Hind III Kesimi
A DNA(0.5 ug/ul) 10ul
Hind HI (10 U/ul) 2ul
Restriksiyon Tamponu B 3ul
Destile su 15

3.4. Polimorfizm Oranlarimin Hesaplanmasi

Cam tiirlerinde DNA diizeyindeki farkliliklan hesaplamak i¢in agagidaki formiil
kulanildi (Nei ve Li, 1979). Ilk olarak benzerlik oram bulundu.

po_ Mgy
M, + M,

F  : Benzerlik Oram

Myy : Iki tiir iginde aym uzunluktaki toplam RAPD fragmenti sayist
My : X tiiriindeki RAPD fragmenti sayisi

My :Y turindeki RAPD fragmenti sayisi

Daha sonra polimorfizm oram ise; Polimorfizm oram = 1-F esitligi kullanilarak
bulundu. Bulunan sonuglar % olarak tablo halinde verildi (Cizelge 4.13.).



4. BULGULAR

4. 1. DNA Izolasyon Metodunun Belirlenmesi

Cam yapraklarindan DNA izolasyonu, Wagner ve arkadaglan (1987) ile Saghai-
Maroof ve arkadaglarmin (1984) yontemlerinin birlestirilerek uygulanmas: sonucu
gergeklestirilmigtir (Sekil 4.1.). Baz1 materyalin izolasyonunda, bu yontemler
uygulanirken DNA’min ¢oktiiriildiikten sonra etil alkole alinmasi sirasinda zorluk

oldugunda Walbot (1988)’un etil alkol iglemlerinin kullamlmasi uygun olmustur.
4. 2. PCR Kosullarimin Optimizasyonu

PCR analizinde kullamlan DNA’mn miktari, MgCl’iin konsantrasyonu ve
primerlerin miktarlarinda optimizasyon yapildi. En uygun konsantrasyonlarin DNA
i¢in 100 ng, MgCl, igin 2 mM, primer miktan olarak 100 ng oldugu belirlendi.

4.3. Cam Tiirlerinin Genomik Parmakizlerinin Cikarilmasi

Caligmada 31 ayn primer kullanilarak polimeraz zincir reaksiyonu ile RAPD
analizi yapildi. Elektroforez analizi sonucunda 19 primer (TUB 352, TUB 354, TUB
359, TUB 364, TUB 370, TUB 374, TUB 376, TUB 379, TUB 380, TUB 385, TUB
386, TUB 388, TUB 393, TUB 396, GYTE 2, GYTE 5, GYTE 10 ) ile gogaltilmig
bantlar gézlenmedi. Cahgilan tiirlere ait DNA’larla diger 12 primerle RAPD analizi
sonucunda cesitli bantlar elde edildi. Bu primerlere ait PCR iiriinlerinin elektroforez
analizi sonucunda GYTE 9 primeri diginda diger primerlerin polimorfik bantlar verdigi
gozlendi. GYTE 9 primeri ile homomorfik bantlar elde edildi. Sekil 4.2, 4.3., 4.4,
45.,46.,47.,48.,49., 410, 4.11., 4.12 ve 4.13.'te RAPD analizi sonunda elde
edilmis olan PCR iiriinlerinin agaroz jel iizerinde, UV 11k altinda gozlenerek gekilmis
fotograflan goriilmektedir.

Agaroz jel elektroforez ile elde edilen markirlanin sonuglan ¢izelge 4.1., 4.2,

43.,44.,45,46.,47.,48.,49.,4.10,4.11. ve 4.12.°de gosterilmistir.
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S
Lo 5 nm oy
Cizelge 4.1. Sekil 4.2.'de GYTE 3 primeri ile belirlenen RAPD markirlgrmm, gam-- ", “.
TP, AT g
tiirlerine gore dagthmu 2‘\‘.0.3::: ISR
Markir | P. pinaster | P. nigra | P. sylvestris | P. brutia | P. pinea
1 - - - - +
2 - - - + -
3 + - + - +
4 + + + - -
S + - - _ +
6 - + + - -
7 - - - - +

Cizelge 4.2. Sekil 4.3.'te GYTE 6 primeri ile belirlenen RAPD markirlarimin ¢am
tirlerine gore dagilm

Markir | P. pinaster | P. nigra | P. sylvestris | P. brutia | P. pinea
1 + + + + +
2 = r + - -

Cizelge 4.3. Sekil 4.4.'te GYTE 8 primeri ile belirlenen RAPD markirlarimin gam

turlerine gore dagilimi

Markar | P. pinaster | P. nigra | P. sylvestris | P. brutia | P. pinea
1 + - - + +
2 - - + - +
3 + - - + +
4 + + - -
) - - - + +
6 + + + + +
7 + + - + +
8 - + - - -

Cizelge 4.4. Sekil 4.5.'t¢ GYTE 9 primeri ile belirlenen RAPD markirlanimin ¢am
tiirlerine gore dagilim:

Markir | P. pinaster | P. nigra | P. sylvestris | P. brutia | P. pinea
1 + + + + +
2 + + + + +




tirlerine gore dag111ml

Markir | P. pinaster | P. nigra | P. sylvestris | P. brutia | P. pinea
1 - + + - -
2 + - - + -
3 + + + - +
4 - - + + -
5 - - - + -

Cizelge 4.6. Sekil 4.7.'de 357 primeri ile belirlenen RAPD markirlarinin ¢am tiirlerine
gore dagilimu

Markar | P. pinaster | P. nigra | P. sylvestris | P. brutia | P. pinea
1 + - - - -
2 + - - - _
3 - + + + +
4 - + = + =

Cizelge 4.7. Sekil 4.8.'de 365 primeri ile belirlenen RAPD markirlarimn ¢am tiirlerine

gore dagilim

Markar | P. pinaster | P. nigra | P. sylvestris | P. brutia | P. pinea
1 43 - - - b
2 + - - - -
3 + - - + +
4 + + - - -
5 - + + + -

Cizelge 4.8. Sekil 4.9.'da TUB 392 primeri ile belirlenen RAPD markirlannin ¢am
turlerine gore dagilim

Markar |P. pinaster |P. nigra |P. sylvestris |P. brutia |P. pinea
1 + - - - -
2 + - - - -
3 + + + - -
4 + + + + +
5 + + + + +




Cizelge 4.9. Sekil 4.10.'"da MAM 1 primeri ile belirlenen RAPD mar

tirlerine gore dagilim

Markir | P. pinaster | P. nigra | P. sylvestris | P. brutia | P. pinea
1 + + + + +
2 + - - + +
3 - - + - -
4 + - - - +
5 - - - + -
6 + - - + -

Cizelge 4.10. Sekil 4.11.'"de MAM 2 primeri ile belirlenen RAPD markirlarimn ¢am

tiirlerine gore dagilimt
Markar } P. pinaster | P. nigra | P. sylvestris | P. brutia | P. pinea
1 + - + - +
2 + - - - -
3 = + o + 1=
4 - - = A +

Cizelge 4.11. Sekil 4.12.'de MAM 3 primeri ile belirlenen RAPD markirlarimin ¢am

tirlerine gore dagilim
Markir | P. pinaster | P. nigra | P. sylvestris | P. brutia | P. pinea
1 + - - - -
2 + - - - -
3 - + + - +
4 + - + + +
5 + + - - -

Cizelge 4.12. Sekil 4.13."de MAM 4 primeri ile belirlenen RAPD markirlarinin ¢am

turlerine gore dagilimi
Markir | P. pinaster | P. nigra | P. sylvestris | P. brutia | P. pinea
1 + + + + +
2 - + + + )
3 - + + - -
4 - + + + -
> + - - + +
6 - + + - -




GYTE 3 primeriyle yapilan RAPD analizi sonucunda elde edlleﬂ urtinlqlfn o
agaroz jel elektroforezi sonrasinda gekilen fotograflarinda (Sekil 4.2.) 7 het ;ﬁ‘k
markir tespit edildi. 1. ve 7. siradaki markirlar sadece P. pinea'da mevcutken S
siradaki markir da sadece P. brutia'da gozlendi. 3. siradaki markinin hem P. pinaster
hem P. sylvestris hem de P. pinea'da var oldugu gozlendi. 4. siradaki markir
P. pinaster, P. nigra ve P. sylvestris'te gozlendi. 5. siradaki markir P. pinaster ile
P. pinea'da gozlendi. 6. siradaki markir ise P. nigra ve P. sylvestris'te gozlendi. Bu
primer ile beg tiirti birbirinden ayirabilmekteyiz.

GYTE 6 primeri ile yapilan RAPD analizi sonucunda 2 farkh markir elde edildi.
1. markirin bes tirde de varlig: izlendi. 2. siradaki markir ise P. pinaster ve

P. sylvestris'te belirlendi.

GYTE 8 primerinin kullamldigi RAPD analizi sonucunda toplam 8 adet

polimorfik markir tespit edildi. 1. siradaki markir, P. pinaster, P. brutia
ve P. pinea'da gozlendi .2. markir P. sylvestris ve siradaki 'da izlendi. 3. swradaki
markar, P. pinaster, P. brutia ve P. pinea'da izlendi. 4. siradaki markir, P. pinaster
ve P. sylvestris'te gozlendi. 5. siradaki markir, P. brutia ve P. pinea turlerinde
gozlendi.
6. markir bes ¢am tiiriinde de belirlenen monomorfik bantlardir. 7. siradaki
markir, P. pinaster, P. nigra, P. brutia ve P. pinea'da gdzlendi. Bu primer ile beg
¢am tiiriinii birbirinden aym anda DNA diizeyinde ayirmay1 saglayacak markirlar elde
edilmigtir.

GYTE 9 primerinin kullanildigi RAPD analizi sonrasinda bes tiirde de var olan
2 tane homomorfik bant elde edildi.

Yapilan RAPD analizlerinde TUB 341 primerinin kullanilmas: ile elde edilen
iiriinlerin agaroz jel elektroforezi sonrasinda elde edilen jel fotografindan bu primer ile
orneklerin 5 tane heteromorfik bant verdigi tespit edildi. Bu bes markirdan 1.
si P. nigra ve P. sylvestris'te, 2.si P. pinaster ve P. brutia'da, 3. su P. pinaster,
P. nigra, P. sylvestris ve P. pinea'da, 4. si P. sylvestris ve P. brutia'da, 5. si ise
sadece P. brutia'da gozlendi. Bu primerin sagladigi sonuglarla ¢aligmada kullamlan
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bes ¢am tliriinii birbirinden aym anda DNA diizeyinde ayirmay: saglayacaké rlnaddrl

mevceuttur. =

Calymada kullantlan TUB 357 primerinin RAPD analizi sonucunda 4
heteromorfik markir elde edildi. 1. ve 2. markirlar sadece P. pinaster'de gozlendi.
3. markir P. nigra, P. sylvestris, P. brutia ve P. pinea'da gozlendi. Bu primerle
belirlenen bilgilere dayanarak 1. ve 2. markirlarin DNA diizeyinde P. pinaster'i diger

doért ¢am tariinden ayirici nitelikte kullanabilecegimizi gormekteyiz.

TUB 365 primerinin kullanildigi RAPD analizinde bes farkhh markir elde edildi.
Bu markirlarin 1. ve 2. si P. pinaster'de, 3. markir P. pinaster ve P. pinea'da,
4. markir P. pinaster ve P. nigra'da, 5. markir ise P. nigra, P. sylvestris
ve P. brutia'da goriilmiigtir. 365 primeri ile de bu beg tiirii birbirinden DNA
diizeyinde ayirmak miimkiin olabilmektedir.

TUB 392 primeri ile yapilan RAPD analizi sonucunda bes farkli markir
bulundu. P. pinaster'de bu bes markir bulunmaktadir. P. nigra'da ve P. sylvestris'te
3., 4. ve 5. siradaki markirlarin bulundugu tespit edildi. P. brutia ve P. pinea'da 4. ve
5. siradaki markirlar tiim tiirler i¢in monomorfikti. Bu primerle elde edilen 1. ve 2.
markirm varh@ ile P. pinaster'i diger dort ¢am turinden ayirmak mamkin
olmaktadir.

MAM 1 primeri ile yapilan RAPD analizinde alt1 tane polimorfik markir elde
edildi. 1. markir beg ¢am tiiriinde de bulunmaktadir. 2. markir P. pinaster, P. brutia
ve P. pinea'da, 3. markir sadece P. sylvestris'te gozlendi. 4. markar P. pinaster ve
P. pinea'da, 5. markir sadece P. brutia'da, 6. markir P. pinaster ve P. brutia'da
go6zlendi.

RAPD analizlerinde primer olarak kullarulan MAM 2 ile saglanan iriinlerin
agaroz jel elektroforezi sonrasi ¢ekilen fotograflarindan bu primerin dort tane markir
verdigi saptandi. 1. markir P. pinaster, P. sylvestris ve P. pinea ¢anunda, 2. markir

sadece P. pinaster'de 3. markir tiim beg ¢gam 6rneginde, 4. markr ise P. sylvestris ve




P. pined'da gozlendi. 2. markirin P. pinaster'de var olmasi ile bu ¢am
diizeyinde diger dort ¢gam tiiriinden ayirmak miimkiindiir.

RAPD analizinde MAM 3 primerinin kullanilmas: ile beg heteromorfik markir
elde edildi. 1. ve 2. markir sadece P. pinaster'de, 3. markir P. nigra, P. sylvestris ve
P. pinea'da gozlendi. 5. markir ise P. pinaster ve P. nigra'da belirlendi. P. pinaster'i
diger dort cam turiinden DNA diizeyinde 1. ve 2. markin kullanarak ayrt edebiliriz.

MAM 4 primeri ile alt1 heteromorfik markir elde edildi. 1. markir tiim beg ¢cam
turiinde gozlendi. 2. markir P. nigra, P. sylvestris ve P. brutia'da, 3. markir P. nigra
ve P. sylvestris'te, 4. markir P. nigra, P. sylvestris ve P. brutia'da, 5. markir
P. pinaster, P. brutia ve P. pineda'da, 6. markir ise P. nigra ve P. sylvestris'te
gozlendi.

GYTE 3, GYTE 8, TUB 341, TUB 365 ve MAM 1 primerleri ile elde edilmig
olan, farkh konumlarda bulunan markirlarin varhg ile bes ¢am tirinde DNA
diizeyindeki farkliliklar belirlenmigtir.

4. 4. Polimorfizm Degerlerinin Karsilastirilmasi

Tiirler arasindaki DNA diizeyindeki polimorfizmi hesaplamada Nei ve Li'nin
(1979) onerdikleri formiil kullanildi. Bu hesaplama sonras: en yiiksek polimorfizm
degerinin P. nigra ile P. pinaster arasmnda %52.75, en diisiik polimorfizm degerinin
P. nigra ile P. sylvestris arasinda % 28.25 oldugu bulundu.

Cizelge 4.13. RAPD markirlarinin degerlendirilmesi ile bes ¢am tiri
arasinda hesaplanan polimorfizm oranlan (%)

P. pinaster |P. nigra [P. sylvestris | P. brutia IP. pinea

P. pinaster -

P. nigra 52.75 -

P. sylvestris 50.50 28.25 -

P. brutia 49.25 42.75 45.33 -

P. pinea 37.75 46.92 38.42 36.17 -
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S. TARTISMALAR

5. 1. DNA izolasyon Metodunun Secimi

Bu c¢ahsmada bitki yapraklarindan genomik DNA izolasyonu igin Walbot
(1998) ve Wagner ve arkadaglan (1987) ile Saghai-Maroof ve arkadaglarimn
yontemlerinin birlestirildigi iki farkli metod kullanmdmistir. Cam yapraklarindan DNA
izolasyonunda sadece Walbot (1988) yonteminin kullamlmasi ile higbir sonug
almamamigtir. Ikinci yonteme gére yapilan izolasyondan ise 0.25 pg/ul-1 pg/pl
arasinda verimle DNA izole edilebilmistir. DNA izolasyonu igin kullanilan g¢ozeltilerde
PEG (Polyethylene glikol) v¢ HTAB (Hexadecyltrimethyl amoniumbromide) ‘mn
bulunmasi ile, bitki DNA’larimin ¢oktiiriilmesi ve saf olarak elde edilmeleri miimkiin

olmugtur.

Orman agaglarindan DNA izolasyonunun o6zellikle polifenolik bilesiklerden
dolay1 zor oldugu bildirilmigtir (Hughes and Galau, 1988). Bitki dokularinda mevcut
olan polisakkaritler, izolasyon srrasinda DNA'yt kontamine eden maddelerdir
(Bendich et. al.,, 1979, Doyle and Doyle, 1987). DNA izolasyonunda hiicreleri
birbirinden ayirmak ve niikleik asitleri serbest hale gecirmek igin homojenizasyon
yapilir. Bu iglemler esnasinda niikleik asitler, proteinler ve polisakkaritlerle
kompleksler olustururlar ve bunlardan bazilari yapigkan ve jelatinli matrikste DNA'ya
geri doniigiimsiiz olarak baglamrlar (Varadarajan and Prakash, 1991). Cogu
geleneksel bitki DNA saflagtirma metodlan proteinleri uzaklagtirabilmelerine kargin
polisakkaritlerin uzaklagtiriimasinda etkili olamayabilirler (Edelman, 1975; Bendich
et. al,, 1979, Murray and Thompson, 1980; Doyle and Doyle, 1987; Ishi et. al,
1987). Aym sekilde bitki DNA'sim saflagtirma metodlar, baz1 polisakkarit tiirlerini
uzaklagtirmada etkili olmasina ragmen (Do and Adams, 1991; Demeke and Adams,
1992) kullamlan bu metodlarla uzaklagtinlamayan polisakkaritlerin mevcut
olabilecegini Pandey ve Adams (1996) arastrmiglardir. RAPD analizlerinde
kullanilacak asidik polisakkarit igeren tiirlerin DNA'larinin saflagtinimasinda Tween
20 (Polyoxiethylenesorbitan), DMSO (Dimehyl Sulfoxide ) veya PEG (Polyethylene
glycol) kullanilmasi faydalidir (Pandey et. al., 1996). Bizim g¢alijmamiza benzer



sekildle Rowland ve Nguyen (1993), bitki genomik DNA'simn saﬂasti;mfﬁ‘s
¢oktiirtilmesi i¢in PEG ve HT AB'in kullanilmas: gerektigini belirtmiglerdir. gﬁ: ’
Calismada izolasyon igin ¢ok az miktarda (0.5 g) yaprak alindifinda daha iyi
sonuglar almmustir. 1 g yapraktan DNA izolasyonu yaptigimzda ezme ¢ozeltisi
kullammndan sonra ¢okelti ¢ok fazla kaliyordu. Bu durumun, sonraki agamalarda

DNA’min atilmasina, izolasyonun ger¢eklesmemesine neden oldugu diisiiniilmektedir.

S. 2. RAPD Kosullarinin Optimizasyonu

RAPD analizinde kullanilan bilegenlerin uygun miktarlarim tespit etmek igin ilk
olarak optimizasyon deneyleri yapildi. MgCly, 1, 1.5, 2, 2.5, 3, 3.5 ve 4 mM
konsantrasyonlarinda denendi. Primer, 50, 75 ve 100 ng miktarlar1 kullanilarak RAPD
analizleri i¢in optimize edilmeye ¢aligildi. DNA miktarlarinda da 10, 25, 50 ve 100 ng
olarak ahnarak degisik konsantrasyonlan denendi. Yapilan bu optimizasyon deneyleri
sonrasinda RAPD igin uygun MgCl, konsantrasyonu 2 mM, primer konsantrasyonu
100 ng, DNA konsantrasyonu 100 ng olarak belirlendi. Primerin genomik DNA'ya
baglanma sicaklifi 36°C olarak alindi. RAPD igin belirlenen sicaklik derecesi daha
once insan,misir ve maya ile yapilan g¢aligmalarda da en uygun baglanma sicaklig
oldugu belirtilmistir (Halward et. al., 1992; Klein-Lankhorst et. at., 1991). Bassam ve
arkadaglart (1991) RAPD teknigi ile genetik parmak izi ¢ikanlmasinda, PCR
reaksiyonu sartlarinin optimizasyonun gerekli oldugunu, genellikle, MgCl,, primer ve

genomik DNA'nin konsantrasyonlarinin PCR iizerinde etkili olacagim bildirmektedir.

GYTE 3, GYTE 8, GYTE 6, TUB 392, TUB 341, TUB 365, TUB 357, MAM 1,
MAM 2, MAM 3, MAM 4 primerleri ile polimorfik bantlar elde edildi. Calismada kullanilan
TUB 365 primeri (5’ GGACTGGAGT 3') ile materyal olarak kullanilan beg ayr gam
tiirtinii DNA diizeyinde birbirinden ayirmak igin kullanilabilecek polimorfik bantlar,
GYTE 9 primeri ile ise homomorfik bantlar elde edildi. Caligmada kullamlan diger
primerler ile g¢ogaltilan genomik DNA'ar, elektroforez analizi sonucu bant
vermedikleri igin degerlendirmeye alinmadilar. Bunun nedeninin, primerlerin kalip

DNA'da tamamlayic1 dizilerinin bulunmamasi oldugu diisiiniilmektedir.



heteromorfik bantlarin olugabilecegini gostermistir (Koller et. al., 1993; Mot ta@f”
1993). Yiiksek oranda homomorfik bantlar organizmalarmn tiir seviyesinde birbirlerng
benzerliklerini, polimorfik bantlar ise tiirler (hatlar) arasindaki polimorfizmi tayin igin
kullanilabilmektedir (Cateano-Anolles, 1991). Ciinkii polimeraz zincir reaksiyonu
sonucu olugan DNA bantlarimin varliy, sayisi ve gesidinin, kullamlan primerlerin
uzunluguna, kalip DNA molekiiliiniin boyutuna, primerin tasidigy dizilere ve

tamamlayict Ozellikteki dizilerin genomda bulunmasina bagh olarak degistigi
bilinmektedir (Waugh and Powell, 1992).

Cam DNA o6meklerinin gogaltiminda rastgele niikleotit dizisine sahip 31 adet
primer kullamildi. 10-22 niikleotit uzunlugundaki bu primerler % 40-70 Guanin-
sitozin (GC) igerigine sahiptir. Klein-Lankhorst ve arkadaglari(1991) ile Hu ve Quiros
(1991) gesitli sebze tiirlerinde yaptiklann RAPD g¢aligmalarinda % 50-80 GC igerigine
sahip, 10-20 niikleotit uzunlugunda primerler kullanarak ¢ok sayida RAPD markirlan
elde etmiglerdir. Welsh ve McClelland (1990), %50'nin tistiindeki GC igeriginin ve
PCR'da kulllamlan digik baglanma sicakligmn, primerin kalip DNA ile yanhs
eslesme oramm arttirdifin1 ve daha fazla bolgeye baglandigim belirlemislerdir. Bu
caligmada, diigiikk baglanma sicakhigy (36 °C) kullamlarak, PCR uriiniinin miktan
arttinlmaya galigilmisgtir.

5. 3. Tiirler Arasindaki Polimorfizm Oranlari

Caligmada kullamlan beg farkh ¢am tiirii arasindaki en yiksek polimorfizm
degeri % 52.75 ile P. pinaster ve P. nigra arasinda, en diigiikk polimorfizm degeri ise
% 28.25 ile P. nigra ile P. sylvestris arasinda bulunmugtur.

Kaya ve Neale (1993) yaptiklar1 bir ¢caismada Pinus nigra subsp. pallasiana ve
Pinus brutia alt tirlerinde RAPD analizini kullanarak genetik polimorfizmin var
oldugunu tespit etmiglerdir. Buna gore karagam igin polimorfizm oram % 52.3, kizil
camda % 41.6 olarak saptanmugtir. Yine yurdumuzda yapilan bir ¢aligmada tiim
bolgelerimizde yaygin olarak yetisen arpanin yabani hatlarinda polimorfizm
oranlar farkli ¢alismalarda % 15-52 olarak belirlenmig (Giirel, 1993 ; Cobanoglu ve
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ark., 1994 ; An ve ark., 1995 ) ve bu degerler zengin bir gen havuzu olustunan yabam

Hordeum hatlarinin 6zellikle gen izolasyonunda ¢nemli bir potansiye \pldpgunu- ¢
gostermigtir. Bizim galigmamizda elde edilen sonuglar da , RAPD marklrlarl J%“elam“"’

tirleri arasinda genetik gesitliligin varligim ve oranim gérmemizi saglamugtir.



6. SONUCLAR

Cam bitkisinin igne yapraklarindan DNA izolasyonu gerceklestirildi. Izolasybh
metodunda PEG ve HTAB kullanilmas! ile ¢am yapraginda mevcut olan fenolik
maddeler ve polisakkaritler uzaklastirilarak genomik DNA elde edildi. Elde edilen
DNA, hem saflik oram hem de miktann yoéninden RAPD analizlerinin
gerceklestirilmesi i¢in uygun o6zelliklere sahipti.

Caliymamizda kullamlan beg ¢am tiriinde otuz bir farkli primer kullanilarak
RAPD analizleri yapildi ve tiirler aras1 genetik polimorfizm oranlan tespit edildi. En
yiiksek polimorfizm degerinin, Pinus nigra ile Pinus pinaster arasinda %52.75, en
dugiik polimorfizm degerinin ise Pinus sylvestris ve Pinus nigra arasinda % 28.25
oranminda oldugu saptandi. Bu caligmada g¢am yapraklanindan DNA izolasyonu ve
molekiiler markir analizleri igin gelistirilen yontemler, ¢amlar tzerinde yapilacak

molekiiler galigmalar ve genom analizleri yoniinden katkilar saglayacaktir.

RAPD analizinde kullamlan TUB 365 (5 GGACTGGAGT 3') primeri ile beg
farkli cam tiirtini tek bir primerin varh@inda molekiiler diizeyde birbirinden ayurt

etmede kullanilabilecek polimorfik bantlar elde edildi.
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Sekil 2.1.- Bir lenfositin genel yapisi (a) ve bulunduklan organlara gore
dagilim oranlan (b).



