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OZET

Bu calisma, tUlkemizde dodal olarak bulunan 5 ¢am tiriinden biri olan, Fistikcami (Pinus pinea L.)
populasyonlarindaki genetik varyasyonun ortaya koyulmasli amaclyla gerceklestirilmistir. Basta Ege ve Akdeniz
olmak Uzere Marmara Karadeniz bolgelerinde yayilisini yapan Fistik caminin dogal mescerelerinden secilen 10
populasyondan elde edilen karisik tohum ornekleri, izoenzim analizine tabi tutulmustur. Calisilan enzim
sistemleri LAP ve GOT olup, materyal olarak kuru tohumun haploid (?, n) olan endosperm dokusu
kullaniimigtir.

Her populasyon icin 80 adet tohumun endospermi kullanilmistir. Denemeye sokulan endosperm
dokusundan (9, n) ekstrakte edilen c¢ozilebilen enzim karisimlari, “nigasta jeli zonal elektroforez”
yardimiyla ayrilmig, histokimyasal boyama yontemleri ile boyanarak enzimler (protein) bantlar halinde
(zimogram) goriinir hale getirilmistir. Bdylece, elde edilen izoenzim bantlarindan hareketle allel frekanslan %
olarak hesaplanmis ve allel frekanslarina bagli olarak da genetik mesafe belirlenmistir.

Arastirma sonucunda, LAP enzim sisteminde LAP-A ve LAP-B olmak Uzere 2 aktif zonda (2 enzim gen
lokusunda) 5 allel, GOT enzim sisteminde ise GOT-A, GOT-B ve GOT-C olmak Uzere 3 enzim gen lokusunda 9
allel tipi tespit edilmistir. Bagska bir ifade ile 2 enzim sistemi ile ¢alisma sonucunda 5 enzim gen lokusunda
toplam 14 allel tipi belirlenmistir.

Genel olarak GOT- sisteminde A2 ve C4 allelleri basat goziikmekte ve frekanslari sira ile 0.763-1.00
ve 0.38-1.00 arasinda varyasyon gostermektedir. LAP- sisteminde ise Al ve B2 allelleri basat olarak
gozikmekte ve frekanslari sira ile 0.91-1.00 ve 0.85-1.00 arasinda farklilik belirlenmistir. Hesaplanan genetik
mesafeler 0.02 ile 0.20 arasinda dedisiklik gostermektedir. Sonug olarak, populasyonlar arasindaki farklilik ve
benzerlikler ortaya konmustur.

Anahtar s6zcikler: Allel, Endosperm, Genetik varyasyon, izoenzim, Lokus, Pinus pinea L., Populasyon.

DETERMINING PINUS PINEA L.’S GENETIC CONSTRUCTION WITH
ISOENYZME ANALYSIS

ABSTRACT

This research was conducted to determine the genetic variations of pinus pinea populations, one of
the five pinus types endemic to our country. The mixed seed samples, picked from 10 different populations,
were subjected to isoenzyme analysis. LAP and GOT are the the studied enyzme systems; haploid (2, n)
endosperm tissue of a dry seed used as test material.

80 seed endosperm’s used for each population. The dissolvable enyzme blend that had been
extracted from endosperm tissues, divided with the help of “starch gel regional electrophoresis”, painted
with histochemical paints, enyzmes (protein) became visible as strips (zimogram).Thus, based on the enyzme
strips we obtained, allele frequencies are calculated as percantage (%) and genetic distance is determined
depending on allele frequency.

As the result of the research, five allele types were located in two active zones (two enzyme gene
locuses) in the LAP enzyme system; those zones being LAP-A and LAP-B, nine allele types were located in
three enzyme gene locuses in the GOT enzyme system, those zones being GOT-A, GOT-B and GOT-C. In
other words, after working on two enzyme systems, a total of 14 allele types were determined in five enzyme
gene locuses.
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Generally, in GOT- system; A2 and C4 allele’s appear to be dominant and their frequency, in order,
changes between 0.763-1.00 and 0.38-1.00. In LAP- system; Al and B2 allele’s appear to be dominant and
their frequency, in order, changes from 0.91-1.00 and 0.85-1.00. Calculated genetic distance differs between
0.02 to 0.20. To sum up, the similarities and the differences between populations had put forth.

Keywords: Allelle, Endosperm, Genetic variation, Isoenyzme, Locus, Pinus pinea L., Population.

1. GIRIS

Ulkemizde dogal olarak bulunan 5 cam tiiriinden biri olan fistik cami (Pinus pinea
L.), ada tarzinda Antalya, Canakkale, Kahramanmarasg, Izmir, Manisa, Bursa, Artvin ve
Bartin'da yayiligini yapar. Baska bir ifade ile Karadeniz, Marmara, Ege ve Akdeniz
bolgelerinde yayilis gosterir (Angin 1994).

Dunyada yasanan hizli nifus artisi dodal kaynaklarin asiri kullanimina sebep
olmakta, bu slrecten en fazla etkilenen dodgal kaynaklarin basinda da ormanlar
gelmektedir. Nitekim dinyada her yil milyonlarca ormanlik alan yok olmakta, ekosistem
dengesi Uzerinde yogun baski nedeniyle mevcut ormanlik alanlarda 6nemli degisikliklerin
ortaya c¢lkmaktadir. Bunlarin basinda nedeni bircok kez tam olarak bilinmeyen bdcek,
mantar, vb. zararlarin yaninda kuraklik ve su stresine dayali élimler gelmektedir. Bu
olumsuz sirecin 6niine ge¢mek, ormanlari alansal olarak artirmak ve nitelik olarak da
iyilestirmek amaciyla yapilan c¢alismalar arasinda muhafaza altina alma, rehabilitasyon
(iyilestirme), agaclandirma, dogal ve yapay genclestirme gibi silvikulttirel calismalar 6nem
kazanmaktadir. Orman varligini artirma amacina yonelik bu cesit calismalar yapilirken
dogaya uygun ormancilik esaslari dikkate alinmakta, dogal dengenin surdurtlmesinde
ekosistem tabanli planlama ilkeleri dogrultusunda silvikiltirel mudahalelerin yapilmasi
onem kazanmaktadir. Planlama ilkeleri arasinda 0Ozellikle biyolojik cesitlilik ayir bir 6nem
tagimaktadir.

Biyolojik cesitliligin 6ztine inildiginde genetik cesitlilik kavrami 6n plana ¢ikmis ve
temel calisma konularindan birisi haline gelmistir. Bilindigi gibi genetik cesitlilik; bir
turtin gen havuzundaki kalitsal bilgilerin zenginligidir. Genetik cesitlilik tiir ici ve tirler arasi
olabilecedi gibi cesitli turlerin olusturdugu populasyonlar ici ve populasyonlar arasinda da
olabilir. Gerek tur ici gerekse turler arasi varyasyonlar dider bir ifadeyle genetik cesitlilik
dederlerindeki ylksek oranlar, dedisen cevre sartlarina uyum, hastaliklara karsi direng ve
turin adaptasyon kabiliyetini belirlemektedir. Ekosistemin stabil kalmasi ve devamliliginda
Onemli bir gostergedir. Genetik cesitlilik, ayni zamanda islah ¢alismalar icin sekillenecek
bir hammaddedir. Bu nedenle, genetik cesitlilik ile ilgili arastirmalar, orman adaclari islahi
programlarinda oncelikli galigma konulari arasindadir (Isik, 1998).

Genetik cesitliligin belirlenmesinde c¢ok cesitli yontemler kullanilmaktadir. Bunlar
arasinda morfolojik ve fizyolojik karakterler ile genetik karakterlerin belirlenmesi sayilabilir.
Genetik karakterlerin belirlenmesinde izoenzim analizleri, DNA ve benzeri molekiler
markerler vb. kullanlmaktadir. Bu calismalar laboratuar adirlikli calismalardir. Kalitsal
faktorler kromozomlardaki genler tarafindan kontrol edilir. Her kromozomda kalitsal
Ozellikleri nakleden cok sayida gen bulunur. Her bir 6zellik bir veya birden fazla gen
tarafindan kontrol edilir. Genler kontrol ettikleri 6zelliklere gére siniflandirilabilmektedir.
Ornedin soguga dayanikliigi saglayan genler, hizll bilylimeyi saglayan genler, vb.

Kaltim olaylarini belirleyen 6zelliklerin blytk bir grubu biyokimyasal Urinlerde
(yad, seker, yumurta aki, vb.) bulunmaktadir. Bunlar bulunduklari enzimleri veya
izoenzimleri de iceren gruplardir.
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Bu calismada kullanilan yontem izoenzim analiz yontemi olup elektroforetik teknigi
kullaniimigtir. Yontem bitkisel dokulardan izoenzimleri elektroforetik yontemle izole etmek
ve renklendirmek esasina dayanir.

Izoenzimler yiksek seviyede ozellikleri olan ve organlarda cereyan eden madde
degdisim olaylarini katalize eden protein molekulleridir. Cesitli madde dedisim olaylarinin
ortaya cikmasi icin dedisik enzimlerin devreye girmesi gerekir. Enzimler genler tarindan
kontrol edilirler. Bitkiler tarafindan olusturulan enzimlerin sekil ve molekil yapilan
degismeden devamli olarak kalirlar. Yani gozlenen varyasyonlarin biytk bir kismi genetik
varyasyondur, cevre varyasyonu dedildir (Bergmann and Muller — Starck, 1985 ).

Izoenzim analizleri ile tohum kaynaklan sinirlandirilabilir, klonlar belirlenebilir, tor
ayinmi yapilabilir, yapay dollenmenin basarii olup olmadigi v.b. kontrol edilebilir.
Ulkemizde dider ilkelerde oldudu gibi genetik calismalar codunlukla konifer tiirler tizerinde
yogunlasmistir. Bunlar arasinda basta kizilcam olmak Uzere goknar, ladin, karacam ve
sedir tiirleri Uizerinde yapilanlar sayilabilir. Ornegin géknar tirlerimizde yapilan izoenzim
aragtirmalarinda LAP, GOT, PGI, GDH, SKDH, DIA, PGM, DH ve G-PGDH'nin analizleri
yapilmig olup, orijinler arasinda bazi genetik farkhliklar bulunup ortaya konmustur (Turna
et.al. 2001, Simgek 1992).

Cam tirlerimizden Kizilgam ve Karacam’'da yapilan izoenzim analizlerinde LAP ve
GOT enzim sistemleri kullanilmistir (Turna vd.,. 2006; Yahyaoglu vd., 1993). Ayrica Dogu
Ladin’inde LAP ve GOT enzim sistemleri analize tabi tutularak populasyonlar arasindaki
benzerlik ve farklliklar ortaya konmaya calisiimistir (Turna and Yahyaoglu 2002; Turna
1996).

2. MATERYAL VE YONTEM

2.1. Materyal:

Bu calismada kullanilan materyal, Karadeniz, Marmara, Ege ve Akdeniz
bolgelerindeki Fisttk cami megcerelerinden 10 farkli populasyondan toplanmig karisik
tohum ornekleridir. Aragtirmada kullanilan tohum 6rneklerinin alindidi populasyonlarin
yerleri Sekil 1'de, popilasyonlara iligkin bazi 6zellikler ise Tablo 1'de verilmistir.
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Sekil 1. Arastirmada kullanilan Fistik cami populasyonlarinin dagilimi

Tablo 1: Calismalarda Kullanilan Fistikcami Orijinlerine liskin Genel Bilgiler

Sira No Orijinler Enlem Boylam Yikselti (m)
1 Bursa-Dumanlidag 38°32'49” 29°22'49” 500
2 Antalya-Belek 36°52'05” 31°01'15” 10
3 Antalya-Kumluca 36°17'05” 30°20'02” 5
4 Izmir-Kartal 39°12'55” 26°57'20” 460
5 K.Marag-Elmacik 37°3007” 36°47'38” 750
6 Manisa 38°38'00” 27°17°00” 25
7 Artvin 41°12'15” 41°47°30” 160
8 Trabzon 40°58'00” 39°30'00” 450
9 Bartin 41°40'20” 32°20'00” 150
10 Canakkale-G.Y.Milli P. 40°11'45” 26°16'40” 20

2.2.YOntem

Arastirma yontemi izoenzim analiz yontemi olup elektroforez teknigine dayanir.
Elektroforez teknigi dedisik jel ortamlarinda (nisasta, polycramid, agar agar, vb.) karisik

protein ve enzim molekullerinin arastiriimasi teknigidir.

elektroforez teknigi kullanilmigtir.

Bu callsmada nisasta jel

Materyal olarak kuru tohumun haploid olan endosperm dokusu kullaniimig olup

tohumlar 6n bir ¢imlenmeye tabi tutulmamigtir. Enzim ekstraksiyonunda dedisik tampon
cozeltiler kullaniimistir. Bunlardan homojenizasyon tamponu olarak 100 ml su+ 970 mg
Tris-HCI ve 1 mg PVP c¢ozeltisi, pH 7.3, eletrod ve jel tampon cozeltilerinde ise daha farkli
cozeltilerden yaralanilmigtir. Yontemin esasinda nisasta jel elektoroforez teknigine
dayanmaktadir (Cheliak and Pitel, 1984).
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Her bir orijinden enzim sistemi analizleri i¢in toplam 80 ‘er adet tohum
kullanilmigtir. Enzim sistemleri olarak LAP (leucine amino peptidase) ve GOT (glutamate-
oxaloacetate transaminase) arastiriimistir. Endosperm dokusundan ekstrakte edilen
¢6zinmus haldeki enzimler jel elektroforez yardimiyla ayrilmis ve histokimyasal boyama
yontemi ile bantlar halinde ( zimogram ) gdrunur hale getirilmistir (Cheliak and Pitel
1984). Daha sonra her orijinin allel frekanslari hesaplanmistir. Populasyonlar arasindaki
genetik varyasyonlari ortaya koymak icin Gregorius (1974)'un gelistirdigi genetik mesafe
formullerinden yararlaniimigtir.

K
do = O.EZ X, — ¥,
=1 (1)

do = her lokus icin hesaplanan (dar anlamda) genetik mesafe (do = O ise populasyonlar
genetik bakimdan benzer; d; = 1 ise populasyonlar genetik bakimdan tamamen farkli )

n = lokustaki allel sayisi

Xi ve Y; = karsilastinimasi gerekli her iki populasyondaki i. allelin frekanslari

K K

D — Il £l - _1 £l
= E . ﬂﬂ,::-'_:. =K . Z I‘.Z‘,G.:;"_:.
i=1 i=1 2
D = populasyonlardaki total genetik mesafe (genig anlamda genetik mesafe)

do = dar anlamda genetik mesafe

K = belirlenen lokus sayisi

3. BULGULAR VE TARTISMA

Bu arastirmada 10 farkh Pinus pinea L. populasyonlarinda (orijin) izoenzim
cesitliligi elektroforetik yontemlerle incelenmis ve her bir popilasyonda iki enzim
sisteminde (LAP ve GOT) belirlenen 5 lokusta toplam 14 allel tipi tespit edilmistir.

3.1. LAP Enzim Sistemine Iliskin Bulgular ve Tartisma

Denemeye alinan her bir populasyon icin belirlenen enzim fenotipleri gematik
olarak Sekil 2'de gorulmektedir.

ZonB

Start @

Sekil 2. LAP enzim sisteminde belirlenen enzim fenotipleri
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Gen lokus (yer)'lart biyuk harflerle, genler ise rakamlarla gosteriimektedir. LAP
sistemi iki aktif zondan (gen lokusu) ibaret olup, iki gen lokusu tarafindan (LAP-A ve LAP-
B) kontrol edilmektedir. LAP-A ‘da A; ve A, olmak (zere iki allel, LAP-B ‘de ise B;, B, ve B3
olmak uzere Ug¢ allel tipi gézlenmistir.Denemeye alinan 10 fistik ¢ami orijini igin belirlenen
allel frekanslar Tablo 2'de gorilmektedir.

A, alleli 4, 6 ve 9 nolu orijinlerde yokken, diger orijinlerde 1,00 oraninda yani
%100 oraninda gOzlenmistir. LAP-B’de belirlenen B;, B, ve B; den B; 2,3, ve 5 nolu
orijinlerde; B; ise 3, 6 ve 7 nolu orijinlerde rastlaniimistir. Burada A; ve B, allelleri baskin
olarak gorilmekte ve frekanslari sira ile 0,913-1,000 ve 0,850- 1,000 arasinda varyasyon
gostermektedir.

3.2.  GOT Enzim Sistemine Iliskin Bulgular
Denemeye alinan her populasyoniu igin belirlenen enzim fenotipleri gematik olarak
sekil 3’ de verilmistir.

fon A 1
-+ 2 *—
3
____________________________ 4_ .
——
3 5
o —
Lon e
Sty :

Sekil 3. GOT enzim sisteminde belirlenen enzim fenotipleri

Bu sistemde de gen lokuslari biytk harflerle ve genler sayilarla gosterilmektedir.
GOT sistemi ¢ aktif zondan (lokus) olusmakta, baska bir ifade ile G¢ gen lokusu (GOT-A,
GOT-B, GOT-C) tarafindan kontrol edilmektedir.
10 Pinus pinea L. orijinde yapilan ¢alisma sonucunda belirlenen allel frekanslari Tablo 2'de
verilmigtir.

A; alleli 1, 2, 5ve 10 nolu orijinlerde belirlenirken diger orijinlerde gozlemlenmistir.
A; alleli 5, 8, ve 10. Orijinde; A, alleli ise sadece 3. ve 7. orijinlerde belirlenebilmistir
(Tablo 2).

B, alleli 1, 3, 6 nolu orijinlerde varken diger orijinlerde rastlanmamistir. Bs alleli
batin orijinlerde rastlanirken Bs alleli sadece 1, 3,6 ve 10. orijinlerde gdzlenmistir. C,
allelleri tim orijinlerde varken, C, alleli sadece 4 nolu orijinde rastlanilmamigtir. Genel
olarak A,, B; ve C, allelleri baskin (dominant) gorilmekte ve frekanslar sira ile 0,763-
1,000; 0,913- 1,000 ve 0,375-1,000 arasinda varyasyon gostermektedir.
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Tablo 2: LAP ve GOT Enzim Sistemlerinde Belirlenen Enzim Gen Lokuslarina Iliskin Allel Frekanslari

Gen

Populasyonlar

Lokuslan A€l —71 2 3 4 5 6 7 8 9 10
GOT-A 1 0.237 0.050 0.000 0.000 0.013 0.000 0.000 0.000 0.000 0.038
GOT-A 2 0.763 0950 0.863 1.000 0.913 1.000 0.925 0925 1.000 0.913
GOT-A 3 0.000 0.000 0.000 0.000 0.075 0.000 0.000 0075 0.000 0.050
GOT-A 4 0.000 0.000 0.137 0.000 0.000 0.000 0.075 0.000 0.000 0.000
GOT-B 2 0.025 0.000 0.038 0.000 0.000 0.050 0.000 0.000 0.000 0.000
GOT-B 3 0.938 1.000 0.925 1.000 1.000 00913 1.000 1.000 1.000 0.982
GOT-B 5 0.038 0.000 0.038 0.000 0.000 0.038 0.000 0.000 0.000 0.013
GOT-C 2 0.462 0337 0.062 0000 0.275 0013 0.013 0137 0.625 0.250
GOT-C 4 0538 0663 0.938 1.000 0.725 00988 0.988 0.863 0.375 0.750
LAP-A 1 0.038 0925 0.913 1.000 0.988 1.000 0.962 0925 1.000 0.938
LAP-A 2  0.062 0075 0.087 0000 0.012 0000 0.038 0075 0.000 0.062
LAP-B 1 0.000 0.000 0.087 0.000 0.000 0.087 0.150 0.000 0.000 0.000
LAP-B 2 1.000 00988 0.888 1.000 1.000 0.888 0.850 1.000 1.000 1.000
LAP-B 3 0.000 0012 0.025 0.000 0.000 0.025 0.000 0.000 0.000 0.000

Denemelerde analize tabi tutulan enzim sistemleri; gen lokuslari ve allel sayilar asagidaki
Tablo 3'de verilmigtir.

Tablo 3: Denemelerde Arastirilan Orijin Sistemlerinin Ozeti

Enzim Sistemleri Gen Lokuslari Allel Sayilar
LAP-A 2
LAP LAP-B 3
GOT-A 4
GOT GOT-B 3
GOT-C 2

Alleller arasindaki farkll frekans dagilimi, genetik mesafe dederlerinde de kendisini
gostermektedir (Tablo 4).

Tablo 4: LAP ve GOT enzim sistemlerine gore Pinus pinea L. populasyonlarl arasinda belirlenen
genetik mesafe dederleri

Orj.No 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
1 0.000

2 0.080 0.000

3 0.157 0.120 0.000

4 0.165 0.095 0.095 0.000

5 0.105 0.042 0.123 0.075 0.000

6 0.178 0.128 0.057 0.042 0.112 0.000

7 0.185 0.118 0.060 0.055 0.105 0.052 0.000

8 0.128 0.057 0.082 0.057 0.043 0.095 0.078 0.000

9 0.105 0.085 0.195 0.125 0.090 0.162 0.175 0.127 0.000

10 0.093 0.035 0.105 0.082 0.022 0.115 0.103 0.035 0.107 0.000

mesafeleri

Denemede analize

(genis

tabi tutulan enzim sistemlerine iliskin gen havuzu (genpool)

anlamda
gostermektedir (Tablo 4).

genetik mesafe)
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Genpool mesafelerine gore yapilan kimeleme (cluster) analizi sonucu olusan
gruplamalar dendrograminda gorilmektedir (Sekil 4).

Yapilan kimeleme analizine gére 2, 5, 8, 10 nolu orijinler bir grup (kiime)
olustururken, 3, 4, 6 ve 7 nolu orijinler ayr bir kiime olusturmaktadirlar. 1. ve 9.
Populasyonlar ise ayri ayri bagimsiz olarak grup olusturmuslardir.

Pop. 9

Pop. 1

Pop. 3

Pop. 7

Pop. 6

Pop. 4

Pop. 8

Pop. 2

Pop. 10

Pop. 5

Sekil 4. Total genetik mesafelere gore kiimeleme analizi ile elde edilen dendrogram

4. SONUC VE ONERILER

Bu calisma sonucunda LAP ve GOT enzim sistemlerinde LAP enzimi 2 enzim gen
lokusunda toplam 5 allel tipi ile, GOT enzim sistemi ise 3 enzim gen lokusunda toplam 9
allel tipi ile tespit edilmistir.

Genetik mesafe degerlerine bakildidinda her iki enzim sisteminde de populasyonlar

arasinda benzerliklerin olmadigi, nemli derecede farkliliklarin oldugu anlasiimaktadir.
Etkili bir agac 1slahi programi icin, dogada mevcut orman agaclarinin genetik yapilarinin
bilinmesi gereklidir. Bu sayede her turli amaca yonelik Gstiin bireylerin belirlenmesi ve
buna yonelik calismalarin yapilmasi kacinilmazdir. Zira ekonomikligin cok 6nemli oldugu bir
donemde gereksiz calismalardan kacinilmasi, amaca yonelik calismalarin yapilmasi
bakimindan mevcut yapinin iyi bilinmesi garttir.

Elektroforetik yontemlerle gen envanterinin yapilmasi, populasyonlarin (orijinlerin)
sinirlandiriimasi, agaglandirmalarinda genetik yapisi bilinen tohum (sertifikali tohum)
kullanilmasi v.b. olanakli hale gelmektedir. Boylece genetik cesitlilik belirlenerek tipik
populasyonlar gelecekte gen kaynadi olarak kullaniimak tzere koruma altina alinmali ve
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gen koruma ormanlari olusturulmalidir. Yerinde korumanin (in-situ) mumkin olmadid
yada olamayacagl durumlarda ise ex-situ koruma onlemelerine (tohumlarin muhafazasi,
adaclandirma yapilmasl, tohum bahcelerinin tesisi vb.) basvurulmasi gerekmektedir.
Ayrica gelecek nesiller icin var olan GENETIK MIRAS mutlaka korunmali, genetik cesitlilik
generasyondan generasyona aktariimalidir.
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