
 

T.C. 

ÇANAKKALE ONSEKİZ MART ÜNİVERSİTESİ 

FEN BİLİMLERİ ENSTİTÜSÜ 

DOKTORA TEZİ 

 

 

 

 

 

 

 

ZEYTİN (OLEA EUROPAEA L.) TOKOFEROL 

BİYOSENTEZİNDE ROL ALAN GENLERİN 

KARAKTERİZASYONU 

Fatih SEZER 

Biyoloji Anabilim Dalı 

Tezin Sunulduğu Tarih: 03/07/2015 

 

 

 

 

Tez Danışmanı: 

Doç. Dr. Kemal Melik TAŞKIN 

  

 

 

 

ÇANAKKALE 



ii 

Fatih SEZER tarafından Doç. Dr. Kemal Melik TAŞKIN yönetiminde hazırlanan ve 

03/07/2015 tarihinde aşağıdaki jüri karşısında sunulan “Zeytin (Olea europaea L.) 

Tokoferol Biyosentezinde Rol Alan Genlerin Karakterizasyonu” başlıklı çalışma, 

Çanakkale Onsekiz Mart Üniversitesi Fen Bilimleri Enstitüsü Biyoloji Anabilim Dalı’nda 

DOKTORA TEZİ olarak oybirliği ile kabul edilmiştir. 

 

 

JÜRİ 

Doç. Dr. Kemal Melik TAŞKIN 

Başkan 

…………………… 

Prof. Dr. Murat ŞEKER 

Üye 

…………………… 

Prof. Dr. Nermin GÖZÜKIRMIZI 

Üye 

…………………… 

Yrd. Doç. Dr. Neslihan DEMİR 

Üye 

…………………… 

Yrd. Doç. Dr. Hilal ÖZKILINÇ 

Üye 

…………………… 

 

        Prof. Dr. Levent GENÇ 

         Müdür  

        Fen Bilimleri Enstitüsü 

 

 

Sıra No:……… 

Bu tez çalışması TUBİTAK tarafından 113O724 numaralı projeden desteklenmiştir. 



iii 

İNTİHAL (AŞIRMA) BEYAN SAYFASI 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Bu tezde görsel, işitsel ve yazılı biçimde sunulan tüm bilgi ve sonuçların akademik ve 

etik kurallara uyularak tarafımdan elde edildiğini, tez içinde yer alan ancak bu 

çalışmaya özgü olmayan tüm sonuç ve bilgileri tezde kaynak göstererek belirttiğimi 

beyan ederim. 

 

Fatih SEZER 



iv 

TEŞEKKÜR 

 

Yüksek lisans ve Doktora eğitimim boyunca bilgisi ve tecrübesi ile eğitimim ve 

çalışmamın her aşamasında desteği bulunan danışmanım Sayın Hocam Doç. Dr. Kemal 

Melik TAŞKIN’ a bana bu konuda çalışma fırsatı tanıdığı, çalışmalarım sırasında bilgi, 

tecrübe ve desteğini esirgemediği için teşekkür ederim. 

Tez konumun ortaya çıkmasında ve ilerlemesinde büyük katkıları olan sayın hocam 

Prof. Dr. Murat ŞEKER’e ve tez savunma sınavıma gelerek bizi onurlandıran, kendimi her 

zaman öğrencisi gibi hissettiğim sayın hocam Prof. Dr. Nermin GÖZÜKIRMIZI’ya teşekkür 

ederim. 

Tez izleme komitemde bulunarak tezimin geliştirilmesinde katkıları bulunan sayın 

hocalarım Yrd. Doç. Dr. Neslihan DEMİR ve Yrd. Doç. Dr. Hilal ÖZKILINÇ’a teşekkür 

ederim. 

Doktora eğitimimi 2211-C Öncelikli Alanlara Yönelik Yurt İçi Doktora Burs Programı 

kapsamında destekleyen TÜBİTAK’a teşekkür ederim. 

Çalışmamda kullandığım zeytin örneklerini aldığım Edremit Zeytincilik Üretim, 

Eğitim ve Gen Merkezi Müdürlüğüne ve arazi çalışmasında yardımları bulunan Mehmet Ali 

GÜNDOĞDU’ya teşekkür ederim. 

Lisansüstü eğitimim boyunca manevi desteklerini benden esirgemeyen arkadaşlarım 

Damla ERDEN, Gözde YÜZBAŞIOĞLU, Aslıhan ÖZBİLEN, Didem TÜRE, Kaan 

HÜRKAN, İlknur Nezahat ÇILDIR ve Tuğba ÇELİK’e teşekkür ederim. 

Tüm eğitim hayatım boyunca bana inanan ve her zaman yanımda olan gerek manevi 

gerek maddi desteğini esirgemeyen annem Ayşe SEZER, babam Engin SEZER’e ve tüm 

aileme sonsuz teşekkür ederim. 

 

Fatih SEZER 

Çanakkale, Temmuz 2015 

  



v 

SİMGELER VE KISALTMALAR 

 

PDS1 Phytoene Desaturation 1 

HPT1 Homogentisate Phytyltransferase 1 

VTE3 Vitamin E Deficient 3 

TCYC Tokoferol Siklaz 

GTMT Gama Tokoferol Metiltransferaz 

µl Mikrolitre 

µg Mikrogram 

ng Nanogram 

cDNA Komplementer Deoksiribonükleik Asit 

DNA Deoksiribonükleik Asit 

RNA Ribonükleik Asit 

mRNA Mesajcı Ribonükleik Asit 

PZR Polimeraz Zincir Reaksiyonu 

RACE ‘Rapid Amplification of cDNA Ends’ 

Bç Baz Çifti 

DEPC Diethylpyrocarbonate 

dH2O Distile Su 

EDTA Etilendiamin Tetraasetikasit 

M Molar 

ml Mililitre 

oC Santigrat Derece 

RNaz Ribonükleaz 

rpm Rotation Per Minute (Devir/Dakika) 

U.V                                     Ultra Viyole    

HPLC-FLD                        Post-Kolon Floresan Türevlendirme ile Yüksek Performans Sıvı 

Kromatografi  



vi 

ÖZET 

 

ZEYTİN (OLEA EUROPAEA L.)  TOKOFEROL BİYOSENTEZİNDE ROL 

ALAN GENLERİN KARAKTERİZASYONU 

 

Fatih SEZER 

Çanakkale Onsekiz Mart Üniversitesi 

Fen Bilimleri Enstitüsü 

Biyoloji Anabilim Dalı Doktora Tezi 

Danışman : Doç. Dr. Kemal Melik TAŞKIN 

03/07/2015, 80 

 

Zeytin (Olea europaea L.)  ekonomik açıdan önemli, yaygın olarak yetiştiriciliği yapılan, 

yüksek E vitamini içeriğine sahip ve insan sağlığı açısından faydaları birçok çalışmaya konu 

olmuş bir Akdeniz bitkisidir. Sadece bitkilerde üretilen E vitamini tokoferoller olarak bilinen 

ve yüksek antioksidan özellikleri olan metabolitlerdir. Çoğunlukla yağ bitkileri tarafından 

üretilen E vitamininin kalp damar hastalıkları ve kanser gibi insan sağlığı açısından önemli 

hastalıklarda olumlu etkileri vardır. Tokoferollerin biyosentezinde bir grup metil transferaz 

ve siklaz enzimleri rol almaktadır. Zeytin türünde yakın zamanda transkriptomik 

çalışmalarla bazı süreçlerde rol alan genlere ait diziler ortaya çıkarılmış olmasına karşın 

henüz bu türde E vitamini biyosentezinden sorumlu genler tanımlanmamıştır. Bu tez 

çalışmasında zeytin tokoferol biyosentezinde rol alan genlerin tam uzunluktaki transkiptleri 

RACE (Rapid Amplification of cDNA Ends) yöntemi ile elde edilmiştir. İlgili genlerin 

anlatımları meyve gelişiminin değişik evrelerinde real time PZR ile belirlenmiş ve aynı 

süreçlerde HPLC metodu ile tokoferol miktarları ortaya çıkarılmıştır. Çalışmada HPT1, 

VTE3, TCYC ve GTMT genlerinin zeytin meyvesi erken gelişim dönemlerinde anlatımlarının 

daha yüksek olduğu ortaya çıkarılmıştır. Biyosentez yolunda görev alan PDS1 genlerinin 

anlatımları ise zeytin gelişiminden etkilenmemiştir. HPLC analizleri de benzer şekilde erken 

dönemdeki meyvelerden elde edilen zeytinyağında daha yüksek konsantrasyonlarda E 

vitamini miktarının olduğunu göstermiştir. 

 

Anahtar sözcükler: Tokoferol, E vitamini, Olea europaea L., Gerçek zamanlı PZR, RACE. 
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ABSTRACT 

 

CHARACTERIZATION OF GENES INVOLVED IN OLIVE (OLEA EUROPAEA 

L.) TOCOPHEROL SYNTHESIS 

 

Fatih SEZER 

Çanakkale Onsekiz Mart University 

Graduate School of Natural and Applied Sciences 

 Doctoral Dissertation in Biological Science 

Advisor : Assoc. Prof. Dr. Kemal Melik TAŞKIN 

03/07/2015, 80 

 

Olive (Olea europaea L.) is an economically important, widely cultivated mediterranean 

fruit crop containing high amount of vitamin E that its beneficial effects on human health 

have been investigated. Vitamin E constitutes of metabolites with high antioxidant effects, 

known as tocopherols. Vitamin E is mostly synthesized by oil plants and reported for its 

beneficial effects on human diseases like coronary heart disease and cancer. A group of 

methyltransferase and cyclase enzymes takes role in tocopherol biosynthesis. Although, 

many genes related to diverse processes have recently been discovered via transcriptomic 

research in olive, no genes involved in vitamin E biosynthesis have not been characterized 

yet. Therefore in this dissertation the full length transcripts of genes involved in tocopherol 

biosynthesis were obtained with RACE method. Levels of gene expression through fruit 

development was compared by Real Time PCR and tocopherol content was analysed with 

HPLC in Olive. Our Expression studies showed that expression levels of HPT1, VTE3, 

TCYC and GTMT genes were higher in early maturation steps. However PDS1 expression 

was not affected by olive fruit maturation. Similarly HPLC analysis showed higher 

concentrations of vitamin E in early maturation steps. 

 

Keywords: Tocopherol, Vitamin E, Olea europaea L., Real Time PCR, RACE. 
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BÖLÜM 1 

GİRİŞ 

 

1. 1. E Vitamini 

E vitamini, tokoferoller olarak adlandırılan ve sadece bitkiler tarafından üretilen bir 

grup molekülden oluşur. Yüksek antioksidan özelliğine sahip tokoferollerin moleküler 

yapılarında ve biyolojik fonksiyonlarında farklılıklar gösteren dört formu mevcuttur. Bunlar 

α tokoferol, β tokoferol, γ tokoferol ve δ tokoferol olarak bilinirler. Yağ bitkilerinde en çok 

görülen α tokoferol ve γ tokoferol tipleridir. Günümüzde α tokoferol ve γ tokoferol yüksek 

antioksidan özellikleri ile tanınmaktadır (Kamal-Eldin ve Appelqvist, 1996;  Seker ve ark., 

2007). 

E vitamininin insan sağlığına etkileri birçok çalışmaya konu olmuş ve çeşitli insan 

hastalıkları üzerine olumlu etkileri ortaya çıkarılmıştır. Özellikle kalp ve damar 

rahatsızlıkları açısından koruyucu etkisi bir çok çalışma ile bildirilmiştir (Rimm ve ark., 

1993;  Jha ve ark., 1995;  Pryor, 2000). Son yıllarda E vitamininin bazı kanser türlerini 

arttırdığına yönündeki çalışmalar tartışmalara yol açmıştır (Gaziano ve ark., 2009;  Lippman 

ve ark., 2009;  Klein ve ark., 2011). Bu konuda yürütülen son çalışmalarda γ tokoferol’ün 

bir çok kanser türünde önleyici etkisinin olduğu, ama α tokoferol içeriği yüksek ilaçların 

kanser üzerinde bir etkisinin olmadığını belirtilmiştir (Yang ve ark., 2012). Bu moleküllerin 

ayrıca hayvan diyetine katılmasının et kalitesi üzerine olumlu etkileri de belirtilmiştir (Liu 

ve ark., 1995). 

 

1. 2. Tokoferollerin Keşfi 

Vitamin E hakkında ilk çalışma 1922 yılında Evans ve arkadaşları tarafından 

bildirilmiştir. Araştırıcılar farelere özel bir diyet uyguladıklarında embriyoların anne 

karnında öldüğünü fakat diyete marul ve buğday eklendiğinde embriyoların normal 

gelişimlerine devam ettiklerini göstermişlerdir. Çalışmada, bu durumdan sorumlu 

molekülün yağda çözünen bir metabolit olduğu belirlemiş ve “faktör x” veya “anti-sterility 

faktörü” olarak isimlendirilmişdir (Evans ve Bishop, 1922). Bu yeni metabolit vitamin D’yi 

bulan aynı araştırmacılar tarafından keşfedildiği için vitamin E olarak adlandırılmaya 

başlamıştır (Evans, 1925;  Evans ve Burr, 1925). Aynı grup daha sonraki yıllarda buğday 

tohumu yağından E vitamini saflaştırmayı başarmıştır (Emerson ve ark., 1936). 
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1. 3. Kimyasal Yapısı 

E vitamini bileşikleri tokoferol ve tokotrienolleri içeren kimyasallardır. Tüm E 

vitamini formları bir kroman grubu ile fitil yan zincir içerirler. Tokoferol ve tokotrienoller 

yan zincirleri ile birbirinden ayrılmaktadır. α, β, γ ve δ formları bulunan tokoferol ve 

tokotrienoller toplam 8 farklı E vitamini bileşiği içerirler. Tokoferoller doymuş yan zincir 

yapıları ile doymamış yan zincir içeren tokotrienollerden ayrılmaktadır (Şekil 1.1) (Sen ve 

ark., 2006). Bu yapılarından dolayı tokoferollerin yan zincirleri doğrusal iken 

tokotrienollerin doğrusal değildir. 

 

 

Şekil 1.1. Tokoferol ve tokotrienollerin kimyasal yapıları 

 

Tokoferoller 4 farklı form halinde bulunur kromanol halkaya eklenen metil grupları 

ile birbirinden ayrılmaktadır (Şekil 1.2). Tüm tokoferol bileşikleri yağda çözünür yapıdadır 

ve farklı aktivite seviyelerinde antioksidan özelliktedirler (Munné-Bosch ve Alegre, 2002). 

 

Şekil 1.2. Tokoferol bileşiklerinin kimyasal yapıları 
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1. 4. Tokoferollerin Biyolojik Fonksiyonu 

Tokoferoller antioksidan özellikleri ile bilinmektedir (Burton ve Traber, 1990). 

Oksijen radikalleri canlı sistemlerde en çok önem arz eden serbest radikallerdendir. Bunlar 

içerisinde ise en sık görülenleri süperoksit iyonları ve hidroksil radikalleridir. Bu serbest 

radikaller canlı sistemlerde DNA, protein ve yağlarda yıkıcı etkiler gösterirler. Bunlardan 

biri olan lipid peroksidasyonu yağların serbest radikallerin varlığında yıkımını 

tanımlamaktadır. Antioksidan aktivite gösteren tokoferol gibi kimyasallar serbest radikalleri 

baskılayarak etkilerini durdururlar. Lipit peroksidasyonu yağ birikimi görülen zeytin 

meyveleri ve doğrudan zeytinyağında yağ yıkımını azaltarak yağların kararlılığını arttırırlar 

(Burton ve Traber, 1990;  Packer ve ark., 2001;  Ogata ve ark., 2014). 

 

1. 5. Tokoferollerin Bitkilerdeki Fonksiyonu 

Tokoferollerin bitki bünyesindeki dağılımları incelendiğinde diğer dokulara oranla 

tohumlarda daha yüksek oranlarda birikim gösterdiği görülmüştür (Maeda ve DellaPenna, 

2007). Tokoferol üretemeyen mutant Arabidopsis thaliana bitkilerinde tohumların 

canlılığında azalma görülmüştür ve aynı mutantlarda lipid peroksidasyonunda artış ile 

beraber kök, sürgün ve kotiledon gelişiminde kusurlar bildirilmiştir (Sattler ve ark., 2004). 

Vte2 geninde oluşturulan bu mutasyon sonucunda embriyolar normal gelişmiş ve tohumlar 

beklenen boyuta ulaşmış olmasına rağmen çimlenen fideler depo lipidlerini etkin bir şekilde 

metabolize edememiş ve enzimatik olmayan lipid peroksidasyonu ürünlerinde artış 

gösterdiği rapor edilerek tokoferollerin tohumlarda, çimlenmede ve çimlenme sonrası 

fidelerde enzimatik olmayan lipid peroksidasyonunu kontrol altında tuttuğu önerilmiştir 

(Sattler ve ark., 2004).  

Tokoferoller hücrelerde yağda çözünebilen yapılarının da yardımı ile hücre zarındaki 

fosfolipid tabakalarda yer almakta ve antioksidan aktiviteleri sebebi ile hücre zarına 

kararlılık kazandıran moleküllerden biri olduğu düşünülmektedir (Munné-Bosch ve Alegre, 

2002). Bunun yanında hücre zarının kararlılığının sağlanmasında diğer antioksidanlar ve 

hücre zarı kompozisyonunun da etkinliği önemli faktörlerdir. Bu sebeple E vitamininin bu 

süreçteki tek başına hücre zarı kararlılığına katkısını incelemek mümkün olamamıştır 

(Munné-Bosch ve Alegre, 2002). 

α Tokoferol üzerine yapılan çalışmalar bu molekülün hücre içi ve hücreler arası sinyal 

iletiminde rol aldığını göstermiştir (Boscoboinik ve ark., 1991a). α tokoferolün hücrelerde 
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protein kinaz C (PKC) proteinini baskılayarak gen anlatımında değişimlere sebep olduğu 

gösterilmiştir (Boscoboinik ve ark., 1991b;  Sharma ve Vinayak, 2012). PKC bir protein 

ailesidir ve memelilerde hücre içi birçok süreci kontrol ettikleri bildirilmiştir (Mellor ve 

Parker, 1998). 

Kloroplastlar ışık ve oksijeni yüksek ortamlarda çalışırlar. Bu sürecin doğal bir yan 

ürünü olan reaktif oksijen türleri ise yüksek konsantrasyonlarda fotosentetik 

mekanizmalarda hasara sebep olmaktadır. Bu süreçte kloroplast tilakoid zarlarında bulunan 

tokoferol reaktif oksijenlerin detoksifiye edilmesinde görev alarak yüksek ışığın oluşturduğu 

stresin kontrol altında tutulmasında görev alır (Miret ve Munné-Bosch, 2015). Tokoferoller 

ayrıca su ve tuz gibi diğer abiyotik stres koşullarında da koruyucu olarak görev almaktadır. 

Stres koşullarında tokoferol miktarlarında artış görülürken, tokoferol üretemeyen bitki 

hatlarının çeşitli abiyotik stres koşullarına daha hassas olduğu görülmüştür.  (Munné-Bosch, 

2005;  Abbasi ve ark., 2007;  Ellouzi ve ark., 2013) 

 

1. 6. Tokoferol Biyosentezi 

Şikimat yolağı mikroorganizmalarda ve bitkilerde bulunan ve fenilalanin, tirosin ve 

triptofan gibi bazı aromatik aminoasitlerin ve sentezinin gerçekleştiği bir biyosentetik 

yolaktır (Herrmann ve Weaver, 1999). Tokoferollerin biyosentezinde ilk ürün 4-4-

hidroksifenil pirüvik asit (p-HPPA) bu yolakdan sentezlenir. hidroksifenil pirüvik as 

dioksigenaz enzimi p-HPPA’yı okside ederek homojentisatı oluşturur (Şekil 1.3). Bu enzim 

sitosolde bulunur ve sulcotrione, isoxasol gibi herbisitlerin hedefidir (Garcia ve ark., 1999). 

Homojentisat aynı zamanda tüm tokoferol ve plastokinonların öncülüdür (Lushchak ve 

Semchuk, 2012). 

 

 

Şekil 1.3. PDS1 aktivitesi ile homojentisat oluşumunu sağlayan reaksiyon 
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Homojentisat phytltransferase aktivitesi ile oluşan 2-methyl-6phytyl-1,4-benzoquinol 

farklı tip tokoferollerin sentezi için kaynak oluşturur (Şekil 1.4).  

 

 

Şekil 1.4. HPT1 aktivitesi ile 2-methyl-6phytyl-1,4-benzoquinol oluşumu 

 

Bu aşamadan sonra her tokoferol grubu bir siklaz ve çeşitli metiltransferaz 

enzimlerinin aktivitesi ile oluşturulur. VTE3 geni bu aşamada 2-methyl-6phytyl-1,4-

benzoquinol molekülüne bir metil grubu bağlayarak gamma tokoferolün öncülü olan 2,3-

dimethyl-6-phytyl-1,4-benzoquinol bileşiğinin sentezini sağlar (Şekil 1.5).  
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Şekil 1.5. VTE3 enzimi aktivitesi 2,3-dimethyl-6-phytyl-1,4-benzoquinol oluşumu 

 

2,3-dimethyl-6-phytyl-1,4-benzoquinol sonrasında TOCOPHEROL CYCLASE enzimi ile 

gamma tokoferole dönüştürülür (Şekil 1.6). 
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Şekil 1.6. Tokoferol siklaz aktivitesi ile gamma tokoferole sentezi 

 

Alfa tokoferolün biyosentezinde son basamak gamma tokoferole bir metil grubunun 

takılmasıdır ve bu reaksiyon gama tokoferol metiltransferaz enzimi tarafından 

gerçekleştirilir (Şekil 1.7). 

 

 

Şekil 1.7. Gama tokoferolün α tokoferole dönüştürülmesi 
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Şekil 1.8. Tokoferol biyosentez yolu  (Plant Metabolic Pathway Database, 

(http://www.plantcyc.org) (Zhang 2005). 

 

1. 7. Tez Çalışmasının Hedefleri 

Tokoferol biyosentez yolu Arabidopsis thaliana gibi model türlerde araştırılmış olsa 

da önemli bir doğal E vitamini kaynağı olan zeytinde bu genlerin yapısı ve kontrolü ile ilgili 

çalışmalara literatürde rastlanmamıştır. 

Bu amaçla tez çalışmasında zeytin tokoferol biyosentezinden görev alan genlerin 

yapılarının ve çalışma şekillerinin ortaya çıkarılması hedeflenmiştir. Çalışmada;  

1) Tokoferol biyosentezinde rol aldığı öncesinde bildirilmiş PDS1, HPT1, VTE3, 

TCYC, GTMT genlerinin RACE yöntemi ile tam uzunluktaki mRNA dizilerinin zeytinden 



 

9 

 

elde edilmesi, 

2)  Bu genlerin yapılarının analizlerinin gerçekleştirilmesi, 

3) Bu genlerin zeytin meyvelerindeki anlatımlarının zeytin meyve gelişimleri 

sürecinde belirlenmesi hedeflenmiştir.  
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BÖLÜM 2  

ÖNCEKİ ÇALIŞMALAR 

 

Zeytin ekonomik öneme sahip bir bitki olmasına karşın, moleküler biyolojisi üzerine 

henüz az sayıda çalışma bulunmaktadır. Bu çalışmalarda zeytin gelişiminde rol alan genlerin 

ortaya çıkarılması amacı ile cDNA kütüphanelerinin dizilenmesi yolu ile çalışmalar 

yapılmıştır. Bunlardan Ozdemir Ozgenturk ve ark. (2010) çalışmalarında zeytin yaprak ve 

olgunlaşmamış meyvelerden cDNA kütüphaneleri oluşturarak zeytin EST dizileri elde 

etmişlerdir. Çalışmada zeytin yaprak ve olgunlaşmamış meyvelerden total RNA izole 

edilmiş, ardından mRNAlar izole edilip cDNA kütüphaneleri oluşturulmuştur. Klonlanan 

cDNAlar içerisinden rastgele seçilen 3840 klon PZR ile çoğaltılıp, dizi analizi 

gerçekleştirilmiştir. Biyoinformatik analizler sonucunda 3734 EST dizisi elde edilmiş, bu 

dizilerin muhtemel fonksiyonları belirlenmiş ve NCBI EST (National Center for 

Biotechnology Information, expressed sequence taq) bilgi bankasına yüklenmiştir. Ayrıca 

Alagna ve ark. (2009) iki farklı zeytin çeşiti (Carotina ve Tendellone) ile transkriptom 

çalışması yapmışlardır. Bunlardan Carotina, İtalya’da yaygın olarak yetiştirilen ve 

karakteristik olarak fenolik içeriği yüksek bir çeşittir. Tendellone ise oleuropein birikimi 

düşük olan doğal bir mutanttır. Araştırmacılar bu çalışmaları ile zeytin meyve gelişimi 

sırasında anlatıma uğrayan genlere ait transkriptleri ortaya çıkarmışlardır. Zeytin 

meyvelerinden iki çeşitte 4 kütüphane oluşturulmuş ve 261.485 cDNA klonunun dizi analizi 

gerçekleştirilmiştir. Biyoinformatik analizler sonucunda 75.570 benzersiz cDNA dizisi elde 

edilmiştir. Elde edilen diziler için bir zeytin EST veribankası oluşturulmuş ve veriler buraya 

yüklenmiştir (http://140.164.45.140/oleaestdb/index.php). Galla ve ark. (2009) Leccino 

cinsine ait zeytin meyvelerinde olgunlaşma öncesi ve sonrası 3 dönemde transkriptom 

çalışmasını ve ilgili genlerin muhtemel fonksiyonlarını rapor etmişlerdir. Blast2GO 

programını kullanarak elde edilen dizilerin olası işlevleri tartışılmıştır. Muñoz-Mérida ve 

ark. (2013) çalışmalarında 4 farklı zeytin çeşitine ait (Picual, Arbequina ve Lechin de 

Sevilla) meyve, gövde, yaprak, tohum ve tomurcuklarda transkriptom çalışması 

gerçekleştirmiş ve Roche 454 dizileme teknolojisi ile yaklaşık 2 milyon okuma elde 

edilmiştir. Çalışmada elde edilen dizilerin muhtemel fonksiyonları belirlenmiştir. Dundar ve 

ark. (2013) ise tomurcuklarda yaptıkları çalışma ile var ve yok yıllarında anlatımları farklılık 

gösteren cDNA’ları incelenmiştir. Ayrıca yeni nesil dizileme teknikleri ile zeytin türüne ait 
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mikroRNA’ların belirlenmesi amacı ile çalışmalar yapılmıştır (Donaire ve ark., 2011;  Yanik 

ve ark., 2013b). 

Tokoferol biyosentezini kontrol eden mekanizmaların bitkiler arasında korunmuş 

olduğu farklı türlerde ilgili genlerin araştırılması ile ortaya çıkarılmıştır (Tsegaye ve ark., 

2002;  Cheng ve ark., 2003;  Koch ve ark., 2003). Bu sebeple çalışmamızda A. thaliana gibi 

model organizmalar ve diğer türlerdeki genlere ait veriler kullanılmıştır. Bu genlerden biri 

olan 4-hydroxyphenylpyruvik asit dioxygenase enzimi p-HPPA’yı okside ederek phytyl 

diphospate homojentisatı oluşturur. Bu gen A. thaliana bitkisinde pds1 mutant hattının 

incelenmesi ile ortaya çıkarılmıştır. Araştırıcılar ilgili mutasyonun p-hidroksifenil pirüvat 

dioksigenaz (HPPDase) aktivitesine engel olduğunu rapor etmişlerdir. Pds1 mutant 

bireylerine HPPDase geninin ürünü olan homogentisic asit uygulandığında ise bitkiler 

normal gelişimlerini gösterebilmiştir. Ayrıca yabanıl tip A. thaliana bireylerine ait HPPDase 

geni pds1 mutantlarına aktarıldığında ise ilgili fonksiyonun geri döndüğü görülmüştür. Bu 

yolla AT1G06570 geninin tokoferol sentezindeki rolü aydınlatılmıştır (Norris ve ark., 1998).  

A. thaliana türünde Homojentisat phytyltransferase enziminin aminoasit dizilimleri 

biyoinformatik olarak belirlenmiştir. Yapılan çalışmada ortaya çıkarılan VTE-2 (HPT1) 

geninin tohumlarda aşırı anlatımı sağlandığında tokoferol miktarlarında artış gözlenmiştir 

(Venkatesh ve ark., 2006). Ayrıca yapılan çalışmalar Homojentisat Phytyltransferase 

aktivitesinin A. thaliana türünde tokoferol sentezi için limitleyici faktör olduğunu ortaya 

çıkarmıştır (Collakova ve DellaPenna, 2003). 

VTE3 geni A. thaliana türünde tokoferol üretemeyen mutant hatlar içerisinde 

araştırılmış ve genetik haritalama yolu ile keşfedilmiştir. İlgili lokusa ait bölge dizilenmiş 

ve ayrıca bu bölge için mutant olan t-DNA hatlarıda incelenerek lokusun 2-methyl-6-phytyl-

1,4-benzoquinone methyltransferase aktivitesi olduğu rapor edilmiştir (Cheng ve ark., 

2003). 

Tokoferol üretemeyen A. thaliana hatları ile yapılan çalışmalarda siklaz aktivitesi 

göstermeyen vte1 hattında AT4G32770 geninde bir mutasyon taşıdığı anlaşılmıştır. İlgili 

genin ürünü E.coli bakterisine anlatım vektörleri aracılığı ile aktarıldığında bu hatlarda 

tokoferol siklaz aktivitesinin yükseldiği belirlenmiştir (Porfirova ve ark., 2002a;  Cheng ve 

ark., 2003).  
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Gamma-tocopherol methyltransferase aktivitesi sonucu γ-tokoferol α-tokoferole 

dönüşmektedir. Bir grup mutant A. thaliana hattı incelenirken yüksek γ-tokoferol birikimine 

sahip ve α-tokoferol üretemeyen bitkiler bulunmuştur. Araştırıcılar bu yolla 2 hat ortaya 

çıkarmış ve bu hatları vte4-1 ve vte4-2 olarak adlandırmışlardır. VTE4 geninin yabanıl formu 

mutant hatlarda aşırı anlatıma uğratıldığında ilgili aktivitenin geri döndüğü bildirilmiştir 

(Bergmüller ve ark., 2003). 
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BÖLÜM 3 

MATERYAL VE YÖNTEM 

 

3. 1. Bitki Materyali 

Çalışmada Ege bölgesine ait bir çeşit olan Ayvalık çeşiti kullanılmıştır. Ayvalık çeşiti 

yağlık ve sofralık olarak yaygın olarak yetiştirilmektedir. Kökeni Edremit olarak 

bilinmektedir. Yuvarlağa yakın oval meyveleri vardır. 100 meyve ağırlığı 498.44 olarak 

belirlenmiş ve nem oranı % 51.63; et oranı % 85.38 dır (Seker ve ark., 2007;  Gündoğdu, 

2011). 

 

3. 2. Örneklerin Alınması 

Çalışmada kullanılan Zeytin ağaçları Edremit Zeytincilik Üretim, Eğitim ve Gen 

Merkezi Müdürlüğüne ait Gömeç yetiştirme merkezinden temin edilmiş ve örnekler yağlık 

Ayvalık çeşitinden alınmıştır. Bitki dokusu olarak meyveler toplanmıştır. Örnekler sağlıklı 

bir zeytin ağacınden 15 gün aralıklar ile 5 dönemde araziden steril falkon tüplerine alınmış 

ve anında sıvı azot ile dondurulmuştur (Çizelge 3.1). Laboratuvara taşınan örnekler 

kullanılıncaya kadar -80 ⁰C’de saklanmıştır. Çalışmada sadece mezokarp dokuları 

kullanılmıştır. 

 

Çizelge 3.1. Zeytin örneklerinin alındığı tarihler 

Dönem Örnek alınan tarih 

1 07 Ekim 2013 

2 21 Ekim 2013 

3 4 Kasım 2013 

4 18 Kasım 2013 

5 02 Aralık 2013 

 

3. 3. Olgunluk indeksinin hesaplanması 

Meyve olgunluklarının hesaplanması amacıyla rastgele alınan 100 adet meyve 

Morelló ve ark. (2004)’larının rapor ettikleri olgunluk skalasına göre 1 ve 7 aralığında 

derecelendirilmiştir. Sonrasında olgunluk derecelerinin aritmetik ortalaması alınarak 

döneme ait meyvelerin olgunluk indeksleri hesaplanmıştır. 
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3. 4. RNA İzolasyonu 

Zeytin meyvelerinden total RNA izolasyonu için öncelikle -80 ⁰C’de saklanmış 

meyveler ısınmalarına izin verilmeden sıvı azot içerisinde havan ve havaneli vasıtası ile 

parçalanmıştır. Kullanılacak havan ve dokuyla temas eden diğer cam, metal ve porselen 

eşyalar %1’lik DEPC (Applichem - A0881,0100) çözeltisinde 1 gece boyunca inkübe 

edilmiş ve ardından 121 ⁰C’de 15 dakika otoklavlanmıştır. Kullanılan mikrosantrifüj tüpleri 

ve mikropipet uçları gibi plastik malzemeler Rnaz içermeyen, steril paketlerde temin 

edilmiştir. Çalışmada, RNA izolasyonları Trizol (Ambion -15596-026) solüsyonu ve bitki 

dokularına özel RNA izolasyon kiti (PureLink® RNA Mini Kit (Invitrogen – 12183025) ile 

gerçekleştirilmiştir.  

 Zeytin meyveleri önceden soğutulmuş soğuk havanlara alındıktan sonra mezokarp 

dokuları havaneli ile ezilmiştir. Sonrasında tohumu içeren endokarp çalışmadan 

uzaklaştırılmıştır.  

 100 mg ezilmiş mezokarp dokusu sıvı azotta soğutulmuş mikrosantrifüj tüplerine 

aktarılmıştır. 

 Mikrosantrifüj tüplerindeki dokuların üzerine 1 ml Trizol (Ambion - 15596-026) 

solüsyonu eklenmiş, alt üst edilerek karıştırıldıktan sonra oda sıcaklığında 5 dakika inkübe 

edilmiştir. 

 İnkübasyon sonrasında örneklere 200 µl kloroform (Sigma Aldrich – 1731042) 

eklenmiş ve 15 saniye elde karıştırılmış ve 3 dakika oda sıcaklığında inkübe edilmiştir. 

 Sonrasında örnekler 12.000 g kuvvetinde 15 dakika santrifüj edilmiştir. 

 Santrifüj sonrası üst sıvı faz yeni bir mikrosantrifüj tüpüne aktarılmış ve aktarılan 

üst faza eşit hacimde (400 µl) %70 etanol eklenip vorteks ile karıştırılmıştır. 

 700 µl örnek filtre kolonuna aktarılmış ve 12.000 g’de 15 saniye santrifüj edilmiştir. 

 Santrifüj sonrasında alt kısımda kalan sıvı atıldıktan sonra örneklere 700 µl yıkama 

tamponu I eklenmiştir. 

 12.000 g’de 15 saniye yapılan santrifüjün ardından filtre kolonu toplama tüpünden 

ayrılmış ve filtre kolonu yeni bir toplama tüpüne yerleştirilmiştir. 
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 Örneklere 500 µl yıkama tamponu II eklenmiş, 12.000 g’de 15 saniye santrifüj 

edilmiş ve alt sıvı atılmıştır. Yıkama solüsyonu II ile yapılan yıkama toplam 2 kez olacak 

şekilde tekrarlanmıştır. 

 Örnekler 3 dakika maksimum hızda (14.000 rpm) santrifüj edildikten sonra toplama 

tüpü atılmış ve filtre kolonları mikrosantrifüj tüplerine yerleştirilmiştir. 

 Filtre kolonuna 50 µl Rnaz içermeyen steril saf su eklendikten sonra 3 dakika oda 

sıcaklığında inkübe edilmiştir. 

 Örnekler 12.000 g’de 2 dakika santrifüj edildikten sonra kullanılıncaya kadar -80 

⁰C’de saklanmıştır. 

 

3. 5. RNA miktarlarının ölçülmesi 

RNA miktarlarının ölçülmesi amacı ile Qubit florometre cihazı (Invitrogen, Q32866) 

kullanılmıştır. Ölçümler cihazın talimatları doğrultusunda gerçekleştirilmiştir. Bu amaçla 

199 µl reaksiyon tamponu 1 µl RNA Reagent (Invitrogen - Q10211) ile karıştırılmıştır. 

Sonrasında 1 µl karışım uzaklaştırılarak yerine 1 µl RNA örneği eklenmiştir. 2 dakika oda 

sıcaklığında bekletilen örnekler cihazda okutulmuş ve ng/ µl cinsinden konsantrasyonları 

hesaplanmıştır. 

 

3. 6. Çalışmada kullanılan primerlerin seçilmesi 

RACE ve gen anlatımı çalışmalarında kullanılacak primerler primer3 

(http://www.bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3plus/primer3plus.cgi/) ve NCBI primer 

design tool (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/) kullanılarak seçilmiştir. 

Gerçek zamanlı (Real Time) PZR çalışmalarında kullanılacak primerlerde PZR ürünü 

boyutu 70 – 150 bç aralığında, erime sıcaklığı 65 ⁰C seçilmiş ve primer3 kantitatif PZR ön 

ayarları kullanılmıştır.  

Çalışmada genlere ait primerler mevcut mRNA veritabanları kullanılarak seçilmiştir. 

Bu amaçla ilk olarak NCBI zeytin Short read archive (SRA) veritabanlarındaki mevcut 

transkriptom okumaları bilgisayar ortamına fastq formatında kaydedilmiş ve Geneious 

(www.geneious.com) R8 (Kearse ve ark., 2012) yazılımı kullanılarak incelenmiştir. 

Transkriptom okumaları içerisinde %0.05’den yüksek hata içerme ihtimali olan okumalar 

Geneious yazılımına ait filtre aracı ile çalışmadan çıkarılmıştır. Daha sonra ilgili gene ait 

http://www.geneious.com/
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diğer bitki türlerinde önceden ortaya çıkarılmış referans diziler NCBI veritabanında Blastn 

ile araştırılmıştır. Çalışmada daha sonra Geneious R8 yazılımında bulunan “map to 

references” komutu kullanılarak zeytin transkriptom okumaları referans dizilere karşı 

haritalanmıştır. Referans olarak zeytin dizilerine en yakın benzerlik sonuçlarını veren 

Solanaceae familyasına ait diziler kullanılmıştır. Bu diziler ilgili genlere ait Arabidopsis 

dizilerinin NCBİ referans mRNA veritabanlarında Solanaceae ailesi kısıtlanarak 

blastlanması ile elde edilmiştir. Haritalama sonrasında birleştirilen diziler primerlerin 

seçilmesinde kalıp olarak kullanılmıştır. Çalışmada kullanılan primerlere ait nükleotid 

dizileri çizelge 3.2’de verilmiştir. 

 

Çizelge 3.2. Çalışmada kullanılan primer dizileri 

Primer Adı Primer Dizisi (5’-3’) Bağlanma 

sıcaklığı 

Kullanı

m amacı 

 

PDS1_Forward_primer TTCCGCTACCACGGGGTTTA 60.5 3’ RACE  

PDS1_Reverse_primer GGGCAGTGAAGAGGAATTGGA 61.2 5’ RACE  

PDS1_Nested_Forward 

primer 

AACTGGTGGGGTACAACAACTT 60.1 3’ RACE  

PDS1_Nested_Reverse 

primer 

AAGATAGGAGGCGTGGACGG 61.0 5’ RACE  

HPT1_Forward_primer TGCATTGAGTCCAAGATGCAG 59.5 3’ RACE  

HPT1_Reverse_primer CTCCCGATGCCAATGGAAGA 60.5 5’ RACE  

VTE3_Forward_primer CCCATGTCTACGAACCCCAC 62.5 5’ RACE  

VTE3_Reverse_primer AGGCTAAGAAGAAGGAGCCC 60.5 3’ RACE  

VTE3_Nested_Forward 

primer 

TTTTGGACCAATCCTCTTCAGTTG 62 5’ RACE  

VTE3_Nested_Reverse 

primer 

ATGCTGAGGACCTCCCTTTCA 61.2 3’ RACE  
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Çizelge 3.2’nin devamı 

Primer Adı Primer Dizisi (5’-3’) Bağlanma 

sıcaklığı 

Kullanım 

amacı 

TCyclase_Forward_primer AGCATCAGTTCATTCCTACTCCC 62.9 5’ RACE 

TCyclase_Reverse_primer CCCTAATGTTCAGAAGCCGGT 61.2 3’ RACE 

TCyclase_Nested_Forward 

primer 

TCTGAGATTCTTCAGTGTATTGGCA 62.5 5’ RACE 

TCyclase_Nested_Reverse 

primer 

GATGTTACGGAGGCTCCCAG 62.5 3’ RACE 

GTMT_Forward_primer CAGGACAAATAGTTGATGTGGGT 60.9 3’ RACE 

GTMT_Reverse_primer CACTCTCCATGGACCAAACCA 61.2 5’ RACE 

GTMT_Nested_Forward 

primer 

AGGTAGTTCAAGGTACTTGGCG 62.1 3’ RACE 

GTMT_Nested_Reverse 

primer 

TGCCCATCCTGAAATGGTTGATT 60.9 5’ RACE 

S-PDS1_Forward CGATGCCACCAACACCTC 65.9 Anlatım 

çalışmaları 

S-PDS1_Reverse GGAGATTTACAGAGCGGAGAAGA 65.0 Anlatım 

çalışmaları 

S-HPT1_Forward ACACAATCTTGAATCCGAACCTTC 65.4 Anlatım 

çalışmaları 

S-HPT1_Reverse TGCTCAATGCTGTTCCTATTACTG 65.0 Anlatım 

çalışmaları 

S-VTE3_Forward TGGACCAATCCTCTTCAGTTGA 65.4 Anlatım 

çalışmaları 

S-VTE3_Reverse GCTGATGTGTGGATGCTCTTC 65.6 Anlatım 

çalışmaları 

S-Tcyc_Forward GCCTCCTCTAGTCTGTTCAATCT 64.4 Anlatım 

çalışmaları 

S-Gtmt_Forward GGTTGTGGTATAGGAGGTAGTTCA 65.3 Anlatım 

çalışmaları 

S-Gtmt_Reverse TTGAGCAGCAGCAAGAGC 65.1 Anlatım 

çalışmaları 
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Çizelge 3.2’nin devamı 

Primer Adı Primer Dizisi (5’-3’) Bağlanma 

sıcaklığı 

Kullanım 

amacı 

    

GAPDH2 Forward 

 

CCTTCCGTGTGCCTACTGTT 64.4 Anlatım 

çalışmaları 

GAPDH2 Reverse 

 

GATGGCTGCCTTGATTTCAT 64.3 Anlatım 

çalışmaları 

OligoDT Anchor Primer GACTCGAGTCGACATCGATTTTTTT

TTTTTTTTTT 

- 3’ RACE 

Adaptor Primer GACTCGAGTCGACATCG 58.4 3’ RACE 

 

3. 7. DNaz Uygulaması 

Çalışmada cDNA sentezi öncesinde total RNA örneklerine 37⁰ C’de 30 dakika süre 

ile DNaz uygulanarak DNA kontaminasyonu engellenmiştir (Çizelge 3.3). Reaksiyonlar 

toplam 10 µl hacimde kurulmuş ve 5 µg total RNA kullanılmıştır. Bu süre sonrasında DNaz 

enzimi 65 ⁰C’de 10 dakika bekletilerek inaktive edilmiştir. Çalışmada daha sonra örnekler 

bekletilmeden cDNA sentezine devam edilmiştir. 

 

Çizelge 3.3. Dnaz Reaksiyonu bileşenleri 

Bileşen Miktar Final Konsantrasyon 

10 x Reaksiyon tamponu 1 µl 1 x 

RNA 5000 ng 500 ng / µl 

DNase I (1 u/µl) 1 µl 0.1 u / µl 

Distile su Son hacime tamamlayacak 

kadar 

- 

Son hacim 10 µl - 

 

3. 8. 3’ RACE Çalışmaları için cDNA Sentezi 

Çalışmada mRNA’ların 3’ uçlarının elde edilmesi amacı ile RACE yöntemi Scotto-

Lavino ve ark. (2007a)’larının önerdikleri protokol uyarlanarak uygulanmıştır. Bu amaçla 

ilk olarak cDNA sentezi gerçekleştirilmiştir. cDNA sentezi için toplamda 5 μg total RNA 

kullanılmıştır. Sentez öncesinde ilk olarak total RNA sekonder yapıların açılması için, 11.25 
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μl steril distile su ile içerisinde 80 ⁰C’de 3 dakika inkübe edilmiş ve bekletilmeden buz 

üzerinde 5 dakika soğutularak santrifüj ile 5 saniye çöktürülmüştür. Ardından süpernatan 

uzaklaştırılmış ve RNA buz üzerine alınarak üzerine cDNA sentezinde kullanılan bileşenler 

eklenmiştir (Çizelge 3.4). Reaksiyona ters transkriptaz enzimi en son bileşen olarak 

eklenmiştir. Çalışmada mRNA moleküllerini 3’ uçlarından çoğaltacak oligo-dT adaptör 

primerleri kullanılmıştır. cDNA sentezi için thermal cycler cihazı (Biorad PTC200) 

kullanılmıştır (Çizelge 3.5). Reaksiyon sonrasında RNA kalıbını yok etmek amacı ile 20 

dakika 37 ⁰C’de 1 μl RNaz enzimi uygulanmıştır. Son olarak elde edilen cDNA kalıpları TE 

tamponu ile 1 ml’ye tamamlanmış ve kullanılıncaya kadar +4 ⁰C’de saklanmıştır. 

 

Çizelge 3.4. cDNA reaksiyonu bileşenleri ve konsantrasyonları 

Bileşen Miktar Konsantrasyon 

5X reaksiyon tamponu 4 μl 1X 

10 mM dNTP 1 μl 1.3 mM 

10 μM Oligo-dT adaptör primeri 0.5 μl 50 ng 

40 unit/μl RNaz inhibitorü 0.25 μl 10 ünite 

DTT (0.1 M) 2 μl 12.9 mM 

Toplam 7.5 μl  

 

Çizelge 3.5. 3' RACE çalışmasında uygulanan cDNA sentezi programı 

Basamak  Sıcaklık (⁰C) Süre (Dakika) 

1.  25 5 

2.  42 60 

3.  50 10 

4.  70 15 

 

3. 9. 3’ RACE Çalışmaları 

Çalışmanın bu aşamasında 25 ng cDNA moleküllerinin kalıp olarak kullanıldığı birbirini takip 

eden 2 farklı Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) gerçekleştirilmiştir. I. PZR reaksiyonunda gen 

spesifik primerler (GSP) kullanılırken, 2. PZR reaksiyonlarında nested gen spesifik (N_GSP) 

kullanılmıştır. Bu primerlerden GSP ilgili genin 3’ bölgesine bağlanacak şekilde seçilmiştir (Şekil 

3.1). N_GSP ise ilk PZR sonrasında elde edilen ürünlerin kalıp olarak kullanıldığı II. PZR 
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reaksiyonlarında kullanılmak üzere seçilmiştir (Çizelge 3.6). GSP primerleri ile yapılan I. PZR 

reaksiyonlarında ilk döngüde 30 dakikalık bir uzama basamağı uygulanmış (Çizelge 3.7) ve bu 

reaksiyon ürünleri agaroz jel elektroforezinde incelenmiştir.  I. PZR sonunda yeterli ürün elde 

edilmediği takdirde, N_GSP primerleri ile II. PZR kurulmuştur. Çalışma sonunda PZR ürünleri 

jelden PureLink® Quick Gel Extraction Kit (Invitrohen, K2100-12) kullanılarak geri kazanılmış ve 

dizi analizleri hizmet alımı yolu ile özel bir firmalardan (Medsantek, Macrogen) gerçekleştirilmiştir. 

PZR reaksiyonlarında hata yapma oranı az olan “New England Biolabs Q5 High fidelity” (NEB, 

M0491L)  enzim kullanılmıştır. 

 

Çizelge 3.6. PZR bileşenleri ve konsantrasyonları 

Bileşen Miktar (μl) Final Konsantrasyon 

10X High Fidelity PZR Tamponu     2.5 1X 

25mM MgCl2 solüsyonu     2.5 2 mM 

2mM dNTP mix     2.5 0.2 mM 

10pmol/μl reverse primer  1 0.4 pmol 

10pmol/μl forward primer  1 0.4 pmol 

Kalıp cDNA                                                           2.5  

Nuclease-freewater                                                2.75     

High Fidelity PZR Enzyme Mix          0.25 2.5 unit 

Toplam hacim                                                        25 μl  
 

 

 

Şekil 3.1. Race çalışmalarında kullanılan primerlerin genel yerleşimleri.  GSP: gen spesifik primer, 

N_GSP: Nested gen spesifik primer 
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Çizelge 3.7. 3’ RACE çalışmaları I. PZR koşulları 

Sıcaklık Süre Döngü sayısı 

94 ⁰C 3 dakika 1 

94 ⁰C 30 saniye 

1 55 ⁰C 30 dakika 

72 ⁰C 2 dakika 

94 ⁰C 30 saniye 

39 55 ⁰C 30 saniye 

72 ⁰C 2 dakika 

72 ⁰C 10 dakika 1 

4 ⁰C 30 dakika 1 

 

Çizelge 3.8. Nested PZR için kullanılan PZR programı 

Sıcaklık Süre Döngü sayısı 

94 ⁰C 3 dakika  1 

94 ⁰C 30 saniye 

39 55 ⁰C 30 saniye 

72 ⁰C 2 dakika 

72 ⁰C 10 dakika 1 

4 ⁰C 30 dakika 1 

 

3. 10. 5’ RACE Çalışmaları için cDNA Sentezi 

mRNA’ların 5’ uçlarının elde edilmesi amacı ile RACE yöntemi Scotto-Lavino ve ark. 

(2007b)’larının önerdikleri protokol uyarlanarak uygulanmıştır. Bu amaçla ilk olarak cDNA 

sentezi gerçekleştirilmiştir. cDNA sentezi için toplamda 5 μg total RNA kullanılmıştır. 

Sentez öncesinde ilk olarak total RNA sekonder yapıların açılması için, 11.25 μl steril distile 

su ile içerisinde 80 ⁰C’de 3 dakika inkübe edilmiş ve bekletilmeden buz üzerinde 5 saniye 

soğutularak santrifüj ile 5 saniye çöktürülmüştür. Ardından süpernatan uzaklaştırılmış ve 

RNA buz üzerine alınarak üzerine cDNA sentezinde kullanılan bileşenler eklenmiştir 

(Çizelge 3.9). Reaksiyona ters transkriptaz enzimi en son bileşen olarak eklenmiştir. 

Çalışmada yalnızca ilgili geni çoğaltacak gen spesifik primerler kullanılmıştır. cDNA 

sentezi için thermal cycler cihazı (Biorad PTC200) kullanılmıştır (Çizelge 3.10). Reaksiyon 

sonrasında RNA kalıbını yok etmek amacı ile 20 dakika 37 ⁰C’de 1 μl RNaz enzimi 

uygulanmıştır. Son olarak elde edilen cDNA kalıpları kullanılıncaya kadar +4 ⁰C’de 
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saklanmıştır.  

 

Çizelge 3.9. 5’ RACE cDNA reaksiyonu bileşenleri ve konsantrasyonları 

Bileşen Miktar Konsantrasyon 

5X reaksiyon tamponu 4 μl 1X 

10 mM dNTP 1 μl 1.43 mM 

DTT (0.1 M) 2 μl 2.88 mM 

Toplam  7 μl  

 

Çizelge 3.10. 3' RACE çalışmasında uygulanan cDNA sentezi programı 

Basamak  Sıcaklık (⁰C) Süre (Dakika) 

1.  42 60 

2.  50 10 

3.  70 15 

 

3. 11. 5’ RACE Çalışmaları 

1. Reaksiyondan primerlerin uzaklaştırılması amacı ile PZR purifikasyon kiti 

(Invittrogen, K3100-01) kullanılarak saflaştırılmıştır. PZR saflaştırma yönteminin ayrıntıları 

3.13. numaralı başlıkta verilmiştir. Saflaştırma sonrası son hacim 15 μl’ye ayarlanmıştır. 

2. Saflaştırılmış cDNA reaksiyonuna 4 μl tailing buffer, 1.2 μl CoCL2, 4 μl dATP ve 

10 ünite terminal transferaz enzimi eklenmiştir. 

3. Reaksiyon 37 ⁰C’de 5 dakika ve sonrasında 65 ⁰C’de 5 dakika inkübe edilmiştir.  

4. Reaksiyon TE tamponu ile 500 μl’ye tamamlanmıştır. Örnekler kullanılıncaya kadar 

+4 ⁰C’de saklanmıştır. 
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Çizelge 3.11. Optimum PZR bileşenleri ve konsantrasyonları 

Bileşen  Miktar (μl)  Final Konsantrasyon  

10X High Fidelity PZR Buffer      2.5 1X 

25mM MgCl2 solüsyonu     2.5 2 mM 

2mM dNTP mix     2.5 0.2 mM 

10pmol/μl reverse primer  1 0.4 pmol 

10pmol/μl forward primer  1 0.4 pmol 

Kalıp cDNA                                                            2.5  

Nuclease-freewater                                                 2.75     

High Fidelity PZR Enzyme Mix         0.25 2.5 unit 

Toplam hacim                                                        25 μl  
 

 

5. Sonrasında çizelge 3.11’de verilen bileşenlere göre PZR reaksiyonu kurulmuştur. 

N_GSP_R primerleri ile yapılan PZR reaksiyonlarında ilk döngüde 30 dakikalık bir uzama 

basamağı uygulanmıştır. Bu reaksiyona ait PZR koşulları çizelge 3.12’de verilmiştir. 

 

Çizelge 3.12. RACE çalışmalarında uygulanan ilk PZR koşulları 

Sıcaklık Süre Döngü sayısı 

94 ⁰C 3 dakika 1 

94 ⁰C 30 saniye 

1 55 ⁰C 30 saniye 

72 ⁰C 2 dakika 

94 ⁰C 30 saniye 

39 55 ⁰C 30 saniye 

72 ⁰C 2 dakika 

72 ⁰C 10 dakika 1 

4 ⁰C 30 dakika 1 

 

6. İlk PZR ürünleri agaroz jel elektroforezi ile incelenmiştir. Elde edilen PZR ürünleri 

dizi analizi için yeterli konsantrasyonda değilse N_GSP2_R primerleri ile nested PZR 

gerçekleştirilmiştir. Reaksiyon bileşenleri çizelge 3.11’de verilmiştir. Kullanılan PZR 

programı ise çizelge 3.13’de verilmiştir. 
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Çizelge 3.13. Nested PZR için kullanılan PZR programı 

Sıcaklık Süre Döngü Sayısı 

94 ⁰C 3 dakika  1 

94 ⁰C 30 saniye 

39 55 ⁰C 30 saniye 

72 ⁰C 2 dakika 

72 ⁰C 10 dakika 1 

4 ⁰C 30 dakika 1 

 

7. Elde edilen PZR ürünleri agaroz jel elektroforezi sonrası jelden saflaştırılmış ve dizi 

analizi gerçekleştirilmiştir. Uygulanan agaroz jel elektroforezi ve jelden PZR 

ürünlerinin saflaştırılması yöntemlerinin ayrıntıları 3.12. ve 3.13. numaralı 

başlıklarda verilmiştir. 

 

3. 12. Agaroz Jel Elektroforezi 

PZR ürünleri %1’lik agaroz jel ile görüntülenmiştir. 0.5 g agaroz tartılmış ve 50ml 

1XTAE tampon içinde 120 oC’de çözdürülmüştür. 60 oC’ye kadar soğutulan jele 5 μl 

Ethidium Bromide (10 mg/ml) eklenerek karıştırılmıştır. Jel tankına dökülen jel katılaştıktan 

sonra tarak çıkartılmış ve jel 1XTAE tampon bulunan elektroforez tankına yerleştirilmiştir. 

PZR ürünleri ve ladder (Fermentas DNA ladder SM0311, SM0633) 6X yükleme tamponu 

ile karıştırılarak kuyucuklara yüklenmiştir. Elektroforez 6.5V/cm’de 80 dakika 

gerçekleştirilmiştir. Jel ultra violet transilluminator (UV) tablasında Olympus C-5060 marka 

fotoğraf makinesi ile görüntülenmiştir. 

 

3.12.1 Elektroforezde kullanılan tamponların hazırlanması 

3.12.1.1. 10X TAE Tamponu 

48.44 g Tris base, 3.72 g EDTA 900ml dH2O içinde çözdürülmüş ve tamponun pH’ı 

asetik asit (11.4 ml) ile 8.0’e ayarlanmıştır. Tamponun son hacmi dH2O ile 1 L’ye 

tamamlanmış otoklavda 121 ⁰C, 15 dakikada steril edildikten sonra oda sıcaklığında 

saklanmıştır. 
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3.12.1.2. Ethidium bromide stok çözeltisi 

100 mg ethidium bromide 10 ml steril dH2O içinde karıştırılarak çözdürülmüştür. 

Çözelti ışık almayan bir şişede oda sıcaklığında saklanmıştır.  

 

3.12.1.3. 1X TAE tamponu 

100 ml 10XTAE tamponu 900 ml steril dH2O ile 1 L’ye tamamlanmıştır. Oda 

sıcaklığında saklanmıştır. 

 

3. 13. Jelden PZR Ürünlerinin Saflaştırılması 

Elektroforez sonrası UV altında görüntülenen PZR ürünlerine ait bantlar steril bir 

bisturi ile kesilerek jelden alınmıştır. Sonrasında ilgili PZR ürünleri DNaz-RNaz free 

mikrosantrifüj tüplerine alınmıştır. Ardından Purelink PZR Purification kit (İnvitrogen – 

K3100-01) kullanılarak üretici firmanın önerdiği protokole göre ilgilenilen büyüklükteki 

DNA bantları jelden izole edilmiştir: 

 Saflaştırılacak DNA bantları kesildikten sonra jel parçası hassas terazide 

tartılmıştır. 

 Jel parçasına hacminin üç katı kadar jel çözdürme tamponu ilave edilmiştir. 

 Örnek sonrasında 50 oC sıcaklıktaki su banyosunda en az 10 dakika inkübe 

edilmiştir. 

 Jel parçası çözündükten sonra ek 5 dakika su banyosunda bekletilmiştir. 

 Örnek jel Ekstraksiyon kolon’a yüklendikten sonra 12000 rpm.’ de 1 dakika 

santrifüj edilmiştir. 

 Alt sıvı atıldıktan sonra 700 μl yıkama tamponu eklenerek, 1200 rpm.’ de 1 dakika 

santrifüj edilip alt sıvı uzaklaştırılmıştır. 

 Sonrasında örnekler 3 dakika en yüksek hızda (14.000 rpm) santrifüj edilmiştir. 

Daha sonra ekstraksiyon kolonu steril bir mikrosantrifüj tüpü içine yerleştirilmiştir. 

 Kolon merkezine 50 μL TE tamponu eklenerek, 1 dakika oda sıcaklığında inkübe 

edilmiştir. 

 12000 rpm’de 1 dakika santrifüj edilen PZR ürünleri agaroz jel elektroforezi ile 

kontrol edilmiştir. Ardından dizi analizinin gerçekleştirilene kadar +4 oC’de saklanmıştır. 
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3. 14. PZR Ürünlerinin Saflaştırılması 

Non spesifik PZR ürünleri içermeyen örneklerde veya RACE çalışmalarında 

cDNA’nın saflaştırılmasında, reaksiyon artıklarından ürünü arındırmak üzere Purelink PZR 

Purification kit (İnvitrogen – K3100-01) kullanılmıştır. 

 Bağlama tamponu saflaştırılacak ürüne 1:4 (örnek:bağlama tamponu) oranında 

eklenerek karıştırılmış ve örnek kolona yüklenmiştir. 

 Örnek 10.000 rpm’de 1 dakika boyunca santrifüj edilmiş ve sonrsında alt sıvı 

uzaklaştırılmıştır. 

 Kolona 650 μL yıkama tamponu eklenmiş, 10.000 rpm’de bir dakika boyunca 

santrifüj edilmiş ve alt sıvı uzaklaştırılmıştır. 

 Sonrasında örnek 3 dakika maksimum hızda santrifüj edilmiştir. 

 Kolon daha sonra mikrosantrifüj tüpüne alınmış ve merkezine 50 μl TE tamponu 

eklenip 1 dakika oda sıcaklığında inkübe edildikten sonra 2 dakika maksimum hızda (14.000 

rpm) santrifüj edilmiştir. 

 Sonrasında saflaştırılan PZR örneği 4 °C sıcaklıkta muhafaza edilmiştir. 

Saflaştırılan PZR ürünlerinin kalitesi agaroz jel elektroforezi ile görüntülenmiş ve 

dizi analizi gerçekleştirilene kadar 4 °C sıcaklıkta muhafaza edilmiştir. 

 

3. 15. Dizi Analizi 

Saflaştırılan PZR ürünlerinin dizi analizi hizmet alımı yolu ile gerçekleştirilmiştir. Her 

gene ait 3’ ve 5’ RACE ürünleri n_GSP primerler ile çift yönlü okutulmuştur. Medsantek ve 

Makrogen firmalarınca gerçekleştirilen dizi analizi ABI 3100 Genetic Analyzer cihazı ile 

gerçekleştirilmiş ve sonuçlar Geneious yazılımında incelenmiştir. Elde edilen dizilere ait 

kromatogramlar incelenmiş ve yazılıma ait filtre aracı ile %0.05’den yüksek hata payı olan 

bölgeler filtre edilmiştir. Genlere ait okumalar sonrasında Geneious yazılımına ait de novo 

assembly aracı ile varsayılan parametreler seçilerek birleştirilmiştir.  

 

3. 16. Biyoinformatik Analizler 

Dizi analizi sonucunda elde edilen dizilerin tokoferol genlerine benzerliklerinin 

belirlenmesi amacı ile diziler NCBI Blastn aracı (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/ 

Blast.cgi?PAGE_TYPE=BlastSearch) varsayılan parametreleri kullanılarak analiz 

edilmiştir.  
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Ayrıca blastx aracı (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/) ile ilgili transkriptlerin protein 

dizileri NCBİ protein veritabanlarında araştırılmış ve tokoferol genlerine benzerlikleri 

açısından e value, dizilerin kapsama ve benzerlik oranları incelenmiştir. 

Protein dizilerinde mevcut olan korunmuş fonksiyonel bölgelerin belirlenmesi amacı 

ile NCBI korunmuş bölge veritabanına (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/cdd/) ait “CD search” 

aracı varsayılan parametrelerinde kullanılmıştır.  

Tokoferol biyosentezinden sorumlu model türlere ait protein dizileri ile bu çalışma ile 

elde edilen protein dizileri Geneious R8 yazılımı hizalama aracı ile hizalanmıştır. 

Elde edilen protein dizileri veritabanlarında bulunan diğer tokoferol biyosentezinden 

sorumlu poteinler ile karşılaştırılarak filogenetik ağaçların çizilmesinde kullanılmıştır. Bu 

amaçla Blastp analizi ile zeytin tokoferol biyosentez genlerinin en az %70’ini kapsayan ve 

en az %70 benzerlik gösteren proteinlere ait diziler fasta formatında elde edilmiştir. Bu 

diziler Mega 6 (Tamura ve ark., 2013) yazılımında hizalandıktan sonra “Neighbour Joining” 

tekniği ile 1000 bootsrap değeri kullanılarak filogenetik ağaçların çizilmesinde 

kullanılmıştır (Felsenstein, 1985;  Saitou ve Nei, 1987). 

 

3. 17. Gerçek Zamanlı PZR Deneyleri 

Zeytin meyvelerinin olgunlaşması sırasında tokoferol biyosentez genlerinin 

anlatımlarındaki değişimlerin incelenmesi amacı ile 5 farklı dönemde ayvalık çeşitine ait 

örnekler alınmıştır. Çalışmada meyve mezokarp dokularından total RNA izole edilmiş ve 

DNaz uygulanmıştır. Daha sonra ise cDNA sentezi “High-Capacity cDNA Reverse 

Transcription Kit” (Applied Biosystems – 4368814) kullanılarak gerçekleştirilmiştir. 

Çalışmada cDNA sentezi öncesinde total RNA örneklerine 37⁰ C’de 30 dakika süre 

ile DNaz uygulanarak DNA kontaminasyonu engellenmiştir. Reaksiyonlar toplam 10 µl 

hacimde kurulmuş ve 1 µg total RNA kullanılmıştır (Çizelge 3.14.). Bu süre sonrasında 

DNaz enzimi 65 ⁰C’de 10 dakika bekletilerek inaktive edilmiştir. Çalışmada daha sonra 

örnekler bekletilmeden cDNA sentezine devam edilmiştir. 

 

 

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/
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Çizelge 3.14. DNaz Reaksiyonu bileşenleri 

Bileşen Miktar Final Konsantrasyon 

10 x Reaksiyon tamponu 1 µl 1 x 

RNA 1000 ng 100 ng / µl 

DNase I (1 u/µl) 1 µl 0.1 u / µl 

Distile su Son hacime tamamlayacak 

kadar 

- 

Son hacim 10 µl - 

 

RNA örneklerinin DNaz ile muamelesinden sonra çizelge 3.15.’te verilen reaksiyon 

komponentleri ayrı bir mikrosantrifüj tüpünde karıştırılmıştır. 

 

Çizelge 3.15. Kantitatif PZR çalışmalarında kullanılan cDNA sentezi karışımı 

Reaksiyon bileşeni Miktar 

Reaksiyon tamponu 2 μl 

Reverse transcriptase 1 u 

Rnaz inhibitörü 1 μl 

Nükleaz içermeyen distile su 2.2 μl 

Toplam hacim 6.2 μl 

 

Sonrasında DNaz uygulanan RNA örneği ve cDNA reaksiyon karışımı birleştirilerek 

çizelge 3.16.’da verilen programa göre inkübasyon gerçekleştirilmiştir. 
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Çizelge 3.16. Kantitatif PZR çalışmasında kullanılan cDNA sentezi programı 

İşlem sırası Sıcaklık Süre 

1 25 ⁰C 10 dakika 

2 37 ⁰C 120 dakika 

3 85 ⁰C 5 dakika 

4 4 ⁰C ∞ 

 

İnkübasyon sonrası örnekler +4 ⁰C’de kullanılıncaya kadar saklanmıştır. 

Kantitatif PZR deneylerinin gerçekleştirilmesi amacıyla 1 μl cDNA, 5 μl ‘Sybr Green 

master mix’ ve 4 μl nükleaz içermeyen su 48 kuyucuklu platelerde karıştırılmıştır. Her plate 

1 endojen kontrol ve 2 hedef gen içermektedir. Her platede analiz edilen bu genlere ait 3 

biyolojik ve 3 teknik tekrar bulunmaktadır. Platelerde ayrıca negatif ters transkriptaz 

kontrolü ve negatif kontrol reaksiyonları eklenmiştir. Örnek plate düzeni Şekil 3.2’de 

verilmiştir. 
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Şekil 3.2. Kantitatif PZR çalışmasında kullanılan örnek plate düzeni 

 

Kantitatif  PZR sonuçlarının normalizasyonunda zeytin meyve gelişimi ve 

olgunlaşması süreçlerinde test edilmiş GAPDH genine ait primerler literatürde uygun genler 

olarak belirlenmiştir (Nonis vd., 2012). GAPDH genine özgü primerlerden 92 bç 

uzunluğunda bir ürün oluşturmaktadır.  

Gen anlatımı çalışmalarında deneyler 3 biyolojik tekrar ve 3 teknik tekrar ile 

gerçekleştirilmiştir. SYBR Green metodu ile gerçekleştirilen deneyler için seçilen her primer 

çifti için standart eğri deneyleri ile verimlilik belirlenmiş ve sadece % 90-110 aralığındaki 

verimlilik değerleri olan primerler ve reaksiyon koşulları kullanılmıştır. 

Çalışmada uygulanan her PZR sonrasında bir melt curve basamağı uygulanmış ve non 

spesifik ürünlerin veya primer dimerlerinin varlığı incelenmiştir (Ek 6-11). 

Verimliliklerin hesaplanmasında 6 farklı cDNA dilüsyon noktasında reaksiyonlar 

kurulmuş (Şekil 3.3) ve her bir dilüsyon için elde edilen Ct değerleri ile tahmini kopya 

sayıları kullanılarak 2 boyutlu bir grafik çizilmiştir. Ct değerlerinin bulunduğu noktalar ile 

kalıp DNA’nın temsili kopya sayılarının logaritması ile 2 boyutlu bir doğru excellde 

çizilmiştir. Excell programında bu noktaları en iyi temsil eden doğrunun eğimi excell eğim 
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fonksiyonu kullanılarak hesaplanmıştır. Çizilen eğrinin eğimi ile (-1+10(-1/eğim)) x 100 

formülüne göre verimlilik yüzdeleri belirlenmiştir. 

 

 

Şekil 3.3. Kantitatif PZR verimliliklerinin belirlenmesinde kullanılan plate düzeni 

 

İfadelerin karşılaştırılmasında karşılaştırmalı Ct yöntemi kullanılmış ABI step ONE 

cihazı ile okumalar gerçekleştirilmiştir. Elde edilen veriler Data assist (V 3.01) (Applied 

biosystems) yazılımında analiz edilmiştir. Bu amaçla ABI step ONE  cihazından .txt 

formatında dışa aktarılan veriler kullanılmıştır. Data assist yazılımına yüklenen veriler ΔΔCt 

metodu ile analiz edilmiştir. Analiz sırasında GAPDH2 geni endojen kontrol olarak 

belirlenmiş ve karşılaştırmalar 7 ekim örneklerine göre yapılmıştır. Sonrsasında yazılım 

tarafından aşağıdaki veriler her örnek ve gen için hesaplanmıştır. 

Ortalama Ct: Teknik tekrarların ortalaması 

ΔCt: Ortalama Ct – Normalizasyon faktörü (Endojen kontrol) 

2ΔCt : Kat değişimlerinin hesaplanmasında kullanılmıştır. 

Elde edilen verilerin istatistiksel açıdan değerlendirilmesi amacı ile 2ΔCt değerlerine 
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tek yönlü anova testi uygulanmıştır (Field, 2007). Sonrasında Tukey testi ile anlamlı değişim 

gösteren gruplar belirlenmiştir (Tukey, 1951). 

 

3. 18. HPLC Analizi 

Her döneme ait rastgele 5 ağaçtan toplanmış 100 adet meyve örneği havanda ezilmiş 

ve 50 gram mezokarp dokusu 50 ml’lik falkon tüplerinde 9000 rpm’de 10 dakika santrifüj 

edilmiştir. Üst kısımda kalan zeytinyağı ayrı tüplere alınmış ve analizlerin yapılacağı tarihe 

kadar -20 ⁰C’de saklanmıştır. HPLC analizleri TUBİTAK MAM Gıda analizleri 

laboratuvarında akredite edilmiş E vitamini analizleri HPLC-FLD tekniği kullanılarak 

hizmet alımı yolu ile gerçekleştirilmiştir. Analiz sonucunda mg/litre cinsinden 

konsantrasyonlar belirlenmiştir.
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BÖLÜM 4 

ARAŞTIRMA BULGULARI VE TARTIŞMA 

 

4. 1. Bitki Materyali 

Çalışmada Ege bölgesine ait bir çeşit olan Ayvalık çeşiti kullanılmıştır. Ayvalık çeşiti 

yağlık ve sofralık olarak yaygın olarak yetiştirilmektedir. Kökeni Edremit olarak 

bilinmektedir. Yuvarlağa yakın oval meyveleri vardır. 100 meyve ağırlığı 498.44 olarak 

belirlenmiş ve nem oranı % 51.63; et oranı % 85.38 dır (Seker ve ark., 2007;  Gündoğdu, 

2011). 

Çalışmada kullanılan zeytin ağaçları Zeytin ağaçları Edremit Zeytincilik Üretim, 

Eğitim ve Gen Merkezi Müdürlüğünden temin edilmiştir. Meyveler araziden rastgele 

seçilmiş 5 farklı ağaçlardan ilk olarak 7 Ekim 2013 tarihinde toplanmıştır. Çalışmada daha 

sonra 21 Ekim 2013, 4 Kasım 2013, 18 Kasım 2013 ve 2 Aralık 2013 tarihlerinde meyve 

toplanmıştır (Şekil 4.1). Bu sonuçlar bize toplanan meyve örneklerin hastalık 

taşımadıklarını, hasar görmediklerini ve gelişimlerinin beklenen fizyolojik şartlar altında 

olduğunu göstermiştir. 

 

 

Şekil 4.1. Gen anlatımı çalışmasında kullanılan meyve örnekleri 
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4. 2. RNA izolasyonu 

Çalışmada RACE ve kantitatif anlatım çalışmaları için mezokarp dokularından izole 

edilen total RNA’ların kalitesi (parçalanma ihtimali) %1.5 lik agaroz jel elektroforezi ile 

kontrol edilmiştir (Şekil 4.2). Araziden toplanan meyveler RNA parçalanmasına izin 

vermemek için anında sıvı azot ile dondurulmuş ve her bir döneme ait 100 mg zeytin 

mezokarp dokusu havan ile sıvı azot kullanılarak parçalanmış ve ticari firma tarafından 

önerilen yönteme göre total RNA izole edilmiştir. Jel görüntülerinde izolasyonun başarısı 

rRNA moleküllerine ait bantların varlığı ile anlaşılmıştır. Buna göre her bir döneme ait RNA 

örneklerinin beklenildiği gibi 28S, 18S rRNA bantlarını içerdiği ve RNA örneklerinin 

sağlam olduğu anlaşılmıştır (Şekil 4.2). Çalışmada ayrıca total RNA miktarı florometrik 

olarak belirlenmiş ve miktarların ortalama 300-1200 nanogram / mikrolitre arasında 

değiştiği anlaşılmıştır (Çizelge 4.1). 

 

Çizelge 4.1. RNA örneklerinin florometrik yöntemle ölçülen konsantrasyonları 

RNA örneği Biyolojik tekrar Konsantrasyon (ng/µl) 

7 Ekim 1. 344 

7 Ekim 2. 460 

7 Ekim 3. 422 

21 Ekim 1. 962 

21 Ekim 2. 1180 

21 Ekim 3. 910 

4 Kasım 1. 604 

4 Kasım 2. 478 

4 Kasım 3. 534 

18 Kasım 1. 784 
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Çizelge 4.1’in devamı 

RNA örneği Biyolojik tekrar Konsantrasyon (ng/µl) 

18 Kasım 2. 928 

18 Kasım 3. 716 

2 Aralık 1. 908 

2 Aralık 2. 354 

2 Aralık 3. 608 

  

 

Şekil 4.2. Çalışmada kullanılan RNA örneklerinin agaroz jel elektroforezi görüntüleri.  1-3 7 Ekim 

örnekleri, 4-6. kuyucuk 21 Ekim örnekleri, 7-9. kuyucuk 4 Kasım örnekleri, 10-12. kuyucuk 18 

Kasım örnekleri, 13-15. kuyucuk 2 Aralık örnekleri. 

 

cDNA sentezinde her RNA kalıbından 1000 ng kullanılmıştır. RNA jel fotoğrafları 

incelendiğinde örneklerde degradasyon gözlenmemiştir.  

 

4. 3. Transkriptlerin elde edilmesi 

Tokoferol biyosentezinde görev alan genlerin mRNA dizilerinin elde etmek için  

kullanılacak primerler biyoinformatik olarak seçilmiştir. Bu amaç için zeytin türüne ait kısa 

okuma dizileri SRA veri tabanlarından indirilerek bu okumalarda ilgili genlere ait bölgeler 

araştırılmıştır. 
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Bu analiz sırasında ilgili genlere ait referans mRNA dizileri “The Arabidopsis 

Information Resources” (TAIR) web sayfasından (http://www.arabidopsis.org) elde 

edilmiştir. Bu genler  PDS1 AT1G06570 (Tsegaye ve ark., 2002), HPT1 AT2G18950 

(Collakova ve DellaPenna, 2003), VTE3 AT3G63410 (Cheng ve ark., 2003),  TCYC 

AT4G32770 (Porfirova ve ark., 2002b), GTMT AT1G64970 (Bergmüller ve ark., 2003)’dir.  

A. thaliana bitkine ait bu dizilerin zeytin transkriptomlarında benzerleri NCBI BLASTn 

programı ile hem nükleotid veritabanlarında hemde NCBİ nükleotid veritabanlarında 

araştırılmıştır. BLASTn analizinde sorgu dizisi olarak tokoferol biyosentezinde görev aldığı 

bilinen genlerin mRNA dizileri kullanılmış ve veri bankası olarak da mevcut zeytin 

transkriptleri tercih edilmiştir. BLASTn analizi programın varsayılan parametreleri 

değiştirilmeden gerçekleştirilmiştir. Blastn sonucunda elde edilen dizilerin A. thaliana 

dizilerine benzerlik oranları çizelge 4.3 ve şekil 4.3’de verilmiştir. 

A. thaliana dizilerinin mevcut zeytin referans transcript veritabanlarında yapılan blastn 

sonuçları en yüksek kapsama oranı % 3 ve tüm sonuçlarda 0.1’in üzerinde E değerleri 

görülmüştür (Şekil 4.3). Bu sonuçlar tokoferol biyosentezinden sorumlu genlerin mevcut 

zeytin mRNA veribankalarında tanımlanmadığını göstermiştir. 

Bunun yanında yeni nesil dizileme teknikleri ile elde edilmiş ham okuma verilerini 

içeren SRA veribankaları yapılan blastn analizi ise tüm genlere ait kısmi diziler ortaya 

çıkarmıştır. Bu diziler ~300 - 450 baz çifti uzunluğundadır ve benzerlik oranları %71 ve % 

80 aralığındadır. 

Bu analizler sonrasında nükleotid veribankalarında çalışmada hedeflenmiş genlerin 

zeytindeki benzerlerine ait sadece yeni nesil DNA dizilerinin bulunduğu anlaşılmıştır (Şekil 

4.3, Çizelge 4.3). 
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Şekil 4.3. A. thaliana tokoferol genlerinin blastn analizi sonuçları. A) PDS1, B) HPT1, C) VTE3, D) 

TCYC, D) GTMT 
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Çizelge 4.3. SRA veritabanlarından elde edilen dizilerin blastn analizi sonuçları 

A.thaliana geni Zeytin dizisi Kapsama (%) Benzerlik (%) E değeri 

PDS1 SRR014465.23750.2 60 72 2e-24 

HPT1 SRR014466.27908.2 66 78 3e-52 

VTE3 SRR014465.1530.2 99 80 9e-91 

TCYC SRR014464.39615.2 72 75 1e-51 

GTMT SRR014463.15842.2 78 71 1e-26 

 

Bu dizilerin çoğunun illumina gibi yeni nesil DNA dizileme teknikleri ile elde edildiği 

ve bu nedenle her bir okumanın ortalama 120 baz uzunluğunda olduğu anlaşılmıştır. 

Okumaların kısa olması, cDNA örneklerinin diğer zeytin çeşitlerinden (Ozdemir Ozgenturk 

ve ark., 2010;  Donaire ve ark., 2011;  Dundar ve ark., 2013;  Muñoz-Mérida ve ark., 2013;  

Yanik ve ark., 2013a;  Leyva-Perez Mde ve ark., 2015) elde edilmiş olması nedeni ile 

alternatif biyoinformatik yaklaşımlar uygulanmıştır. Bu amaç ile NCBI veritabanında 

depolanmış zeytin transkriptomları bilgisayar ortamına fastq adı verilen bir format olarak 

indirilerek bir kütüphane elde edilmiştir. Bu kütüphane Geneious R8. Program içerisine 

aktarılmıştır. Kütüphanede 762.010,626 sayıda DNA fragmenti içermektedir. FASTQ 

transkriptom okumalarının kalite bilgilerini de içeren bir formattır (Cock ve ark., 2010). Bu 

nedenle Geneious v8.1 programında okuma kalitesi Q25 düzeyinin altında olanlar elekten 

geçirilerek uzaklaştırılmıştır. Q25 değeri yeni nesil okumalarda bir bazın hatalı olma 

ihtimalinin %0.05 olma ihtimalini ifade eder. 

Bu analizler sonucunda zeytin tokoferol biyosentezine katılan genlerin yeni nesil DNA 

dizileme teknolojilerle elde edilmiş kısmi nükleotid dizileri elde edilmiştir. Elde edilen 

dizilerin kısmi diziler olması ve farklı zeytin çeşitlerine ait olması sebebi ile bu diziler sadece 

RACE çalışmaları ve anlatım çalışmaları için gerekli gen spesifik primerler ve nested 

primerlerin seçilmesi için kullanılmıştır. 
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Çizelge 4.4. A. thaliana tokoferol biyosentez genlerinin genel bilgileri 

A. thaliana Gen kodu Gen adı Genomik 

uzunluk 

Transkript 

uzunluğu 

AT1G06570 4-HYDROXYPHENYLPYRUVATE 

DIOXYGENASE, HPD, HPPD, PDS1, 

PHYTOENE DESATURATION 1 

1661 1554 

AT2G18950 HOMOGENTISATE 

PHYTYLTRANSFERASE, 

HOMOGENTISATE 

PHYTYLTRANSFERASE 1, HPT1, TPT1, 

VITAMIN E 2, VTE2 

3122 1747 

AT3G63410 APG1, E37, IEP37, INNER ENVELOPE 

PROTEIN 37, VITAMIN E DEFECTIVE 

3, VTE3 

1531 1361 

AT4G32770 ATSDX1, SUCROSE EXPORT 

DEFECTIVE 1, VITAMIN E DEFICIENT 

1, VTE1, TCYC 

3069 1726 

AT1G64970 G-TMT, GAMMA-TOCOPHEROL 

METHYLTRANSFERASE, TMT1, 

VITAMIN E DEFICIENT 4, VTE4 

2025 1415 

 

4. 4. 3’ RACE Çalışmaları 

Tokoferol biyosentezinde rol alan genlere ait transkriptlerin 3’ uç bölgeleri 3’ RACE 

tekniği ile çoğaltılmıştır.  3’ RACE tekniği kısmi dizileri bilinen genlerin tam uzunluktaki 

3’ uç kısımlarının çoğaltılmasını sağlayan bir tekniktir. Bu teknikde cDNA sentezi 

aşamasında mRNA dizilerinin 3’ ucundaki poliA kuyruğunundan faydalanılarak 

transkriptlere adaptör diziler eklenmektedir ve bir gen spesifik primer yardımı ile 3’ bölge 

çoğaltılmaktadır. Çalışmada adaptor dizi olarak oligoDT anchor primer eklenmiştir. Adaptör 

dizi dizi bilgileri bulunmayan 3’ transcript uçlarına adaptöre spesifik primerlerin 

bağlanacağı bölgelerin eklenmesi amacı ile eklenmektedir. 
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Şekil 4.4. 3' RACE PZR ürünleri.  1-3 PDS1 geni PZR ürünleri (1. İlk tur PZR ürünü. 2. Saflaştırılmış 

PZR ürünü. 3. Nested PZR ürünü), 4-6 HPT1 geni PZR ürünleri (4. İlk tur PZR ürünü. 5. 

Saflaştırılmış PZR ürünü. 6. Nested PZR ürünü) 7-9 VTE3 geni PZR ürünleri (7. İlk tur PZR ürünü. 

8. Saflaştırılmış PZR ürünü. 9. Nested PZR ürünü) 10-12 TCYC geni PZR ürünleri (10. İlk tur PZR 

ürünü. 11. Saflaştırılmış PZR ürünü.12. Nested PZR ürünü) 13-15 GTMT geni PZR ürünleri (13. İlk 

tur PZR ürünü. 14. Saflaştırılmış PZR ürünü. 15. Nested PZR ürünü). Oklar beklenen büyüklükteki 

saflaştırılan ürünleri göstermiştir.  

 

Çalışmada I. PZR sonucunda tüm genlerde beklenen boyutlarda (Çizelge 4.4) 

ürünlerin oluştuğu gözlenmiştir (Şekil 4.4). PZR reaksiyonlarından beklenen ürünlere ait 

tahmini baz uzunluğu A. thaliana türünde ilgili primerlerin bağlandığı bölgeler üzerinden 

hesaplanmıştır. Bu nedenle, türler arası oluşabilecek farklar göz önüne alınarak beklenen 

ürün büyüklüğünün ± 200 bç farka kadar oluşan ürünler jelden saflaştırılmıştır (Şekil 4.4).  
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Çizelge 4.5. RACE çalışmaları sonucu beklenen PZR ürünü büyüklükleri 

Gen adı Beklenen 3’ RACE ürünü Beklenen 5’ RACE ürünü 

PDS1 1394 b.ç. 326 b.ç. 

HPT1 1382 b.ç. 472 b.ç. 

VTE3 750 b.ç. 864 b.ç. 

TCYC 1596 b.ç. 342 b.ç. 

GTMT 885 b.ç. 673 b.ç. 

 

PDS1 geni 3’ RACE çalışmasında yaklaşık 1394 bç boyutunda bir ürün beklenmiştir. 

Buna karşın I. RACE PZR sonucunda jelde görüntülenebilecek miktarda ürünün 

çoğalmadığı gözlenmiştir. Daha sonra ürün elde edilememiş olsa da kalıp olarak I. PZR 

reaksiyonu kullanımış ve nested PZR yapılmıştır. Nested PZR sonrasında ise  ~1500 

bç büyüklüğünde bir ürün elde edilmiştir (Şekil 4.4). İlgili ürün jelden saflaştırılarak dizi 

analizi ile incelenmiştir. 

HPT1 geni 3’ RACE çalışmasında yaklaşık 1382 baz çifti ürün beklenmiştir. Buna 

karşın I. RACE PZR sonucunda jelde görüntülenebilecek miktarda ürünün çoğalmadığı 

gözlenmiştir. Daha sonra ürün elde edilememiş olsa da kalıp olarak I. PZR reaksiyonu 

kullanımış ve nested PZR yapılmıştır. Nested PZR sonuçları ise yaklaşık 900 ve 1400 bç 

uzunluğunda iki ürünün oluştuğu gözlenmiştir (Şekil 4.4). Beklenen büyüklüğe yakın 

olmasından dolayı yaklaşık 1400 baz çifti uzunluğundaki ürün jelden saflaştırılmış ve dizi 

analizi gerçekleştirilmiştir. 

VTE3 geni 3’ RACE çalışmasında yaklaşık 750 baz çifti ürün beklenmiştir. I. RACE 

PZR sonucunda yaklaşık 950 bç uzunluğunda bir ürün elde edildiği gözlenmiştir. Ancak 

oluşan ürünün konsantrasyonu dizi analizi için yeterli görülmemiştir. Daha sonra kalıp 

olarak I. PZR reaksiyonu kullanımış ve nested PZR yapılmıştır. Nested PZR sonucunda ise 

beklenmeyen boyutlarda ürünlerin yanı sıra yaklaşık 900 baz çifti büyüklüğünde bir ürün 

daha elde edilmiştir. Bu ürün beklenen 750 bç uzunluğa yakın olmasından dolayı jelden 

saflaştırılmış ve dizi analizi gerçekleştirilmiştir. 

TCYC genine ait 3’ RACE çalışmasında yaklaşık 885 baz çifti ürün beklenmiştir. I. 

RACE PZR sonucunda yaklaşık 900 baz çifti uzunluğunda bir ürün gözlenmiştir (Şekil 4.4). 

Bu ürünün düşük konsantrasyonda olması nedeni ile dizi analizi için yeterli görülmemiştir. 
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Daha sonra kalıp olarak I. PZR reaksiyonu kullanımış ve nested PZR yapılmıştır. Nested 

PZR sonucunda ise yaklaşık 1500 baz çifti büyüklükte birbirine yakın uzunlukta 2 ürün 

gözlenmiştir. İlgili iki PZR ürünü %2’lik agaroz jel elektroforezi ile saflaştırılarak dizi 

analizi gerçekleştirilmiştir.  

GTMT genine ait 3’ RACE çalışmasında yaklaşık 1596 baz çifti ürün beklenmiştir 

GTMT genine ait jel görüntüleri incelendiğinde ilk PZR sonucunda beklenen 900 bç 

uzunluğunda bir ürün çoğaldığı gözlenmiştir (Şekil 4.4). Ancak bu ürünün düşük 

konsantrasyonda olması sebebi ile dizi analizi için yeterli görülmemiştir. Nested PZR 

sonunda ise yaklaşık 50 baz daha kısa bir ürün elde edilmiş ve jelden saflaştırılarak dizi 

analizi gerçekleştirilmiştir. 

Jelden izole edilen 3’ RACE ürünleri DNA dizi analizlerine gönderilmeden önce ilgili 

ürünlerin iç kısımlarına bağlanan primerler ile kontrol amaçlı bir PZR gerçekleştirilmiştir. 

Bu yolla dizi analizi öncesi elde edilen ürünlerin ilgilenilen genlere ait olduğuna dair kontrol 

gerçekleştirilmiştir (Şekil 4.5). Bu yolla oluşabilecek non spesifik ürünlerin dizi analizi 

öncesi elenmesi amaçlanmıştır. Test edilen tüm ürünlerden beklenen boyutta PZR ürünleri 

elde edilmiş olması nedeniyle ürünler dizi analizine gönderilmiştir. 

 

 

Şekil 4.5. Saflaştırılmış 3' RACE ürünleri ile yapılmış kontrol PZR reaksiyonları.  1. PDS1, 2. HPT1, 

3. VTE3, 4. TCYC, 5. GTMT 
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4. 5. 5’ RACE Çalışmaları 

5’ RACE yöntemi kısmi bir bölgeye ait dizi bilgilerinin mevcut olduğu genlerde 

transkritpin 5’ ucunun elde edilmesi için kullanılan bir yöntemdir. Bu yöntemde cDNA 

sentezi gen spesifik bir primer ile yapıldıktan sonra 5’ uca terminal transferaz enzimi ile 

adaptör bağlı timin kuyruğu eklenir. Sonrasında ise adaptör diziye bağlanacak adaptör 

primer ve gen spesifik primer ile PZR yapılacak 5’ bölgesi çoğaltılır (Şekil 4.6). 

 

 

Şekil 4.6. 5' RACE tekniğinin temel prensibi 

 

5’ RACE deneylerinde ilk tur PZR reaksiyonları sonucunda tüm genlerde agaroz jelde 

görüntülenebilecek miktarda ürün oluşmamıştır (Şekil 4.7, 4.8). 

PDS1 geninden yaklaşık 326 bç uzunluğunda ürün beklenmiştir. Nested PZR jel 

görüntüleri incelendiğinde beklenen yaklaşık 350-400 baz çifti uzunlukta ürünün çoğaldığı 

görülmüştür (Şekil 4.7). İlgili bant agaroz jelden izole edilerek saflaştırılmıştır.  
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HPT1 geninden yaklaşık 472 bç büyüklüğünde bir ürün beklenmiştir. Beklenen 

boyutta ürünün nested primerler ile yapılan PZR sonucunda çoğaldığı gözlenmiştir (Şekil 

4.7). İlgili bant agaroz jelden izole edilerek saflaştırılmıştır. 

VTE3 geni için yaklaşık 864 baz çifti uzunluğunda ürün beklenmiştir. Nested PZR 

sonrası jel görüntüleri incelendiğinde ~800-900 bç aralığında bir ürünün çoğaldığı 

gözlenmiştir (Şekil 4.7). İlgili bant agaroz jelden izole edilerek saflaştırılmıştır. 

TCYC geni için yaklaşık 342 baz çifti uzunluğunda ürün beklenmiştir. Nested PZR 

ürünlerine ait jel fotoğrafları incelendiğinde yaklaşık 400-500 bç aralığında beklenen ürünün 

çoğaldığı görülmüştür (Şekil 4.8). İlgili bant agaroz jelden izole edilerek saflaştırılmıştır. 

GTMT geni için yaklaşık 673 baz çifti uzunluğunda ürün beklenmiştir. Nested PZR 

ürünlerine ait jel fotoğrafları incelendiğinde yaklaşık 690-720 bç aralığında beklenen ürünün 

çoğaldığı görülmüştür (Şekil 4.8). İlgili bant agaroz jelden izole edilerek saflaştırılmıştır. 

5’ RACE deneylerinde beklenen ürünlerden 50-100 baz daha uzun ürünlerin elde 

edilmesinin sebebi uygulanan terminal transferaz reaksiyonudur. Bu reaksiyon yolu ile 

ürünler 5’ uçlarından 50-100 baz çifti uzamaktadır. Sonrasında gerçekleştirilen nested PZR 

deneylerinde beklenen boyutta ürünlerin yanında nonspesifik bazı ürünlerinde çoğaldığı 

gözlenmiştir (Şekil 4.7, 4.8). Klasik PZR reaksiyonlarında reaksiyonun spesifik çoğaltımını 

sağlayan çift primerin aksine 5’ RACE çalışmalarında cDNA sentezinde ve RACE PZR 

reaksiyonlarında tek bir gen spesifik primer kullanılmaktadır. Bu sebeple PZR reaksiyonları 

sonucunda bazı nonspesifik ürünler yer alabilmektedir (Scotto-Lavino ve ark., 2007b). Bu 

sebeple PZR ürünleri arasında sadece beklenilen boyutlardaki ürünler jelden kesilerek 

saflaştırılmıştır. Bu yolla 5 gene ait transcript bölgeleri elde edilmiştir. 
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Şekil 4.7. 5' RACE çalışması ile elde edilen nested gradient PZR ürünleri.  1-5 PDS1, 6-10 HPT1, 

11-15 VTE3.  Her gene ait 5 reaksiyon gradient PZR reaksiyonunda denenen 5 farklı sıcaklığa (55 – 

60 ⁰C) ait reaksiyonlardır. Kırmızı işaretli bantlar beklenen uzunlukta gözlenen PZR ürünlerine ait 

bantlardır. 

 

PDS1 geni için seçilen primerlerin A. thaliana türüne ait PDS1 genine ait transkript 

dizisinde bağlandığı bölgeler incelendiğinde 5’ RACE çalışmasından yaklaşık 400 bç. ürün 

çoğalması beklenmiştir. Jel görüntülerine bakıldığında uygun büyüklükteki bantın çoğaldığı 

görülmüştür. HPT1 ve VTE3 genleri için ise benzer şekilde yaklaşık 600 ve 900 baz çifti 

uzunluğunda ürünler oluşması beklenmiştir. İlgili büyüklüklerde oluşan ürünler jelden 

saflaştırılmıştır. 

 

 

Şekil 4.8. 5’ RACE çalışması ile elde edilen nested gradient PZR ürünleri. 1-5 TCYC, 6-10 GTMT. 

Kırmızı işaretli bantlar beklenen uzunlukta gözlenen PZR ürünlerine ait bantlardır. 
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TCYC ve GTMT genlerine ait 5’ RACE ürünlerinden beklenen büyüklükte ürünler elde 

edilmiş ve jelden saflaştırılmıştır. 

 

4. 6. Tokoferol genlerinin dizi analizi 

RACE çalışmaları sonunda elde edilen PZR ürünleri saflaştırıldıktan sonra dizi analizi 

hizmet alımı yolu ile gerçekeleştirilmiştir. Okumalara ait kromatogramlar Geneious R8 

yazılımında incelenmiş ve filtre aracı ile hata ihtimali %0.05’in üzerindeki bölgeler 

filtrelenmiştir. Sonrasında aynı gene ait diziler birleştirilmiştir. 

3’ ve  5’ RACE çalışmaları ile elde edilen ürünlerin dizi analizleri gerçekleştirilmiştir. 

OePDS1 (Şekil 4.9), OeHPT1 (Şekil 4.10), OeVTE3 (Şekil 4.11), OeTCYC (Şekil 4.12) ve 

OeGTMT (Şekil 4.13) genlerine ait blast analizleri diğer bitki genlerine benzerliklerini 

ortaya çıkarmıştır. 

 

 

Şekil 4.9. PDS1 genine en yüksek benzerlik gösteren protein dizileri 

 

PDS1 blast sonuçları incelendiğinde en yüksek benzerlik gösteren protein (Şekil 4.9.) 

dizilerinin çeşitli bitki türlerine ait PDS1 genlerine ait oldukları görülmüştür. Bu sonuçlar 
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elde edilen dizilerin zeytin PDS1 geni olduğunu anlaşılmıştır ve bu gen Oe PDS1 olarak 

isimlendirilmiştir. 

 

 

Şekil 4.10. HPT1 genine en yüksek benzerlik gösteren 10 protein dizisi 

 

HPT1 blast sonuçları incelendiğinde en yüksek benzerlik gösteren protein (Şekil 4.10.) 

dizilerinin çeşitli bitki türlerine ait HPT1 genlerine ait oldukları görülmüştür. Bu sonuçlar 

elde edilen dizilerin zeytin HPT1 geni olduğunu anlaşılmıştır ve bu gen OeHPT1 olarak 

isimlendirilmiştir. 
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Şekil 4.11. VTE3 genine en yüksek benzerlik gösteren 10 protein dizisi 

 

VTE3 blast sonuçları incelendiğinde en yüksek benzerlik gösteren protein (Şekil 4.11.) 

dizilerinin çeşitli bitki türlerine ait VTE3 genlerine ait oldukları görülmüştür. Bu sonuçlar 

elde edilen dizilerin zeytin VTE3 geni olduğunu anlaşılmıştır ve bu gen OeVTE3 olarak 

isimlendirilmiştir. 

TCYC blast sonuçları incelendiğinde en yüksek benzerlik gösteren protein (Şekil 4.12.) 

dizilerinin çeşitli bitki türlerine ait TCYC genlerine ait oldukları görülmüştür. Bu sonuçlar 

elde edilen dizilerin zeytin TCYC geni olduğunu anlaşılmıştır ve bu gen OeTCYC olarak 

isimlendirilmiştir. 
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Şekil 4.12. TCYC genine en yüksek benzerlik gösteren 10 protein dizisi 

 

 

Şekil 4.13. GTMT genine ait en yüksek benzerlik gösteren 10 protein dizisi 
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GTMT geni blast sonuçları incelendiğinde en yüksek benzerlik gösteren protein (Şekil 

4.13.) dizilerinin çeşitli bitki türlerine ait GTMT genlerine ait oldukları görülmüştür. Bu 

sonuçlar elde edilen dizilerin zeytin GTMT geni olduğu anlaşılmış ve bu gen OeGTMT 

olarak isimlendirilmiştir. 

VTE3 blast sonuçları incelendiğinde en yüksek benzerlik gösteren nükleotid (Şekil 

4.13.) ve protein (Şekil 4.14.) dizilerinin çeşitli bitki türlerine ait VTE3 ve VTE3 geninde de 

bulunan MPBQ/MSBQ metiltransferaz korunmuş bölgesi içeren genlere ait oldukları 

görülmüştür. Bu sonuçlar elde edilen dizilerin zeytin VTE3 geni olduğu anlaşılmış ve bu 

gen OeVTE3 olarak isimlendirilmiştir. 

 

 

Şekil 4.15 Zeytin tokoferol biyosentez genleri üzerindeki korunmuş bölgeler  
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OePDS1 geni bir dioksigenaz özelliği bulunan bazı proteinlerde bulunan “Glo EDI BRP like” 

korunmuş bölgesini içermektedir (Waldron ve ark., 2009). Blast sonuçları ve korunmuş fonkisyonel 

bölgeler çalışmamızda elde edilen transkriptin PDS1 genine ait olduğunu doğrulamaktadır. 

OeHPT1 (homojentisat phytyltransferase) geni bir tokoferol phytyltransferase bölgesi 

içermektedir (Şekil 4.15) (Yazaki ve ark., 2009). Korunmuş bu bölgenin varlığı 

çalışmamızda elde edilen transkriptin HPT1 genine ait olduğunu doğrulamaktadır. 

OeVTE3 (MPBQ/MSBQ methyltransferase) geni bir MPBQ/MSBQ metiltransferaz 

bölgesi içermektedir (Şekil 4.15) (Martin ve McMillan, 2002;  Schubert ve ark., 2003). Blast 

sonuçları ve korunmuş fonkisyonel bölgeler çalışmamızda elde edilen transkriptin VTE3 

genine ait olduğunu doğrulamaktadır. 

OeTCYC geni bir tokoferol siklaz korunmuş bölgesini içermektedir (Porfirova ve ark., 

2002). Blast sonuçları ve korunmuş fonkisyonel bölgeler çalışmamızda elde edilen 

transkriptin TCYC genine ait olduğunu doğrulamaktadır. 

OeGTMT (Gama tokopherol metiltransferaz) geni bir tokoferol gama-metiltransferaz 

bölgesi içermektedir (Şekil 4.15) (Martin ve McMillan, 2002;  Schubert ve ark., 2003). 

Korunmuş bu bölgenin varlığı çalışmamızda elde edilen transkriptin GTMT genine ait 

olduğunu doğrulamaktadır. 

 

4. 7. Filogenetik Analizler 

Tokoferol biyosentezinden sorumlu genlerin bitki ve diğer canlı gruplarında 

dağılımının incelenmesi amacı ile ilgili genler üzerinden mevcut veritabanları taranarak 

filogenetik ağaçlar çizilmiştir. 

Yapılan analizler ile PDS1 genine ait protein dizileri tüm canlı alemlerine ait çeşitli 

türlerde elde edilmiş ve filogenetik olarak incelenmiştir. Analiz sonuçları incelendiğinde 

PDS1 geninin tüm bitki, hayvan, bakteri ve mantar alemlerinde var olduğu ortaya çıkmıştır. 

Bitkiler arasında ilgili genin dikotiledon, monokotiledon, siyanobakteri, karayosunu ve alg 

bitki gruplarında var olduğu görülmüştür. Ayrıca çiçekli bitkilerin en eski üyesi sayılan ve 

bazal açıklı tohumlu bitkiler olarak gruplandırılan türlerden biri olan Amborella trichopoda 

türünde de PDS1 genine rastlanmıştır (Soltis ve ark., 2008;  Zuccolo ve ark., 2011). Bitki 

alemleri dışında gram pozitif ve negatif bakterilerde de PDS1 geni benzerleri yer almaktadır. 

İnsan, protozoa ve mantar türlerinde de benzerlerinin var olması bu genin tüm canlılarda 
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korunmuş bir görevinin olduğunu düşündürmektedir (Şekil 4.16). 

HPT1 protein dizileri ile yapılan filogenetik analizler sonucunda ilgili gene PDS1 

geninin aksine sadece fotosentetik türlerde rastlanılmıştır. Bitkiler arasında ilgili genin çift 

çenekli bitkiler, tek çenekli bitkiler, siyanobakteri, karayosunu ve alg bitki gruplarında var 

olduğu görülmüştür. Ayrıca çiçekli bitkilerin en eski üyesi sayılan ve bazal açıklı tohumlu 

bitkiler olarak gruplandırılan türlerden biri olan Amborella trichopoda türünde de HPT1 

genine rastlanmıştır (Şekil 4.17) (Soltis ve ark., 2008;  Zuccolo ve ark., 2011). HPT1 genine 

sadece bitki gruplarında rastlanmış olması ve tokoferollerin sadece bitkilerde üretilmesi 

ilgili genin tokoferol biyosentezindeki görevi ile uyumludur.  
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Şekil 4.16. PDS1 protein dizileri kullanılarak hazırlanan filogenetik ağaç.  ● Çift çenekli bitkiler, ● 

Tek çenekli bitkiler, ● Kara yosunları, ● Algler, ♦ Bazal açık tohumlular,▼ Mantarlar, ▼ Protozoa, 

■ Omurgalı hayvanlar, ▲ Gram pozitif bakteriler, ● Siyanobakteriler, ▲ Gram negatif bakteriler, ● 

Olea europaea 

 Jatropha curcas

 Ricinus communis

 Populus euphratica

 Populus trichocarpa

 Fragaria vesca subsp. vesca

 Malus domestica

 Prunus persica

 Cicer arietinum

 Medicago truncatula

 Glycine max

 Brassica rapa subsp. pekinensis

 Brassica napus

 Brassica rapa

 Capsella rubella

 Camelina sativa

 Arabidopsis lyrata subsp. lyrata

 Arabidopsis thaliana

 Perilla frutescens

 Salvia miltiorrhiza

 Sesamum indicum

 OePDS1

 Nicotiana sylvestris

 Nicotiana tomentosiformis

 Solanum tuberosum

 Solanum lycopersicum

 Solanum pennellii

 Phoenix dactylifera

 Hordeum vulgare subsp. vulgare

 Triticum aestivum

 Brachypodium distachyon

 Setaria italica

 Sorghum bicolor

 Zea mays

 Selaginella moellendorffii

 Chlamydomonas reinhardtii

 Volvox carteri f. nagariensis

 Amborella trichopoda

 Capronia semiimmersa

 Exophiala oligosperma

 Magnaporthe oryzae

 Oxytricha trifallax

 Homo sapiens

 Xenopus laevis

 Jeotgalibacillus campisalis

 Thalassobacillus devorans

 Bacillus cereus

 Laceyella sacchari

 Thermoactinomyces daqus

 Scytonema hofmanni

 Tolypothrix bouteillei VB521301

 Fischerella muscicola

 Chlorogloeopsis fritschii

 Stanieria cyanosphaera PCC 7437

 Gemmatimonas aurantiaca

 Thermonema rossianum

 Galbibacter marinus

 Gramella portivictoriae

 Psychroflexus tropicus

100

100

87
100

72

91

100

100

93

99

89

61

100

96

45
82

100

58

99

100

100

100

89
95

68

100

100

98

98

100

100

100

97

66
36

54

93

100

85
99

100

100

99

70

72

97

96

82

52

87

98

45

57

59

31
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Şekil 4.17. HPT1 protein dizileri kullanılarak hazırlanan filogenetik ağaç. ● Çift çenekli bitkiler, ● 

Tek çenekli bitkiler, ● Bazal açık tohumlular, ♦ Algler, ♦ Kara yosunları, ▲Siyanobakteriler, ● Olea 

europaea 

 Arabidopsis lyrata subsp. lyrata

 Arabidopsis thaliana

 Brassica napus

 Camelina sativa

 Eutrema salsugineum

 Linum usitatissimum

 Hevea brasiliensis

 Jatropha curcas

 Populus trichocarpa

 Ricinus communis

 Fragaria vesca subsp. vesca

 Prunus mume

 Morus notabilis

 OeHPT1

 Sesamum indicum

 Solanum lycopersicum

 Solanum pennellii

 Sophora flavescens

 Medicago sativa

 Medicago truncatula

 Musa acuminata subsp. malaccensis

 Oryza sativa Japonica Group

 Zea mays

 Brachypodium distachyon

 Hordeum vulgare subsp. vulgare

 Triticum aestivum

 Amborella trichopoda

 Ostreococcus lucimarinus CCE9901

 Ectocarpus siliculosus

 Selaginella moellendorffii

 Microcystis aeruginosa PCC 9717

 Oscillatoria acuminata

 Prochloron didemni

 Rivularia sp. PCC 7116

 Fischerella muscicola

 Scytonema tolypothrichoides VB-6127896
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Şekil 4.18. VTE3 protein dizileri kullanılarak hazırlanan filogenetik ağaç.  ● Çift çenekli bitkiler, ● 

Bazal açık tohumlular, ● Tek çenekli bitkiler, ▼ Yeşil algler, ▲Kırmızı algler, ● Olea europaea 

 

VTE3 protein dizileri ile yapılan filogenetik analizler sonucunda ilgili gene sadece 

bitki türlerinde rastlanılmıştır. Bitkiler arasında ilgili genin çift çenekli bitkiler, tek çenekli 

bitkiler, kırmızı ve yeşil alg bitki gruplarında var olduğu görülmüştür. İlgili gruplar 

filogenetik ağaç üzerinde ayrı kladlar halinde birleşmişlerdir. Ayrıca çiçekli bitkilerin en 

eski üyesi sayılan ve bazal açıklı tohumlu bitkiler olarak gruplandırılan türlerden biri olan 

Amborella trichopoda türünde de VTE3 genine rastlanmıştır (Şekil 4.18) (Soltis ve ark., 

2008;  Zuccolo ve ark., 2011). VTE3 genine sadece bitki gruplarında rastlanmış olması ve 

 Nicotiana sylvestris

 Nicotiana tomentosiformis

 Solanum pennellii

 Solanum tuberosum

 Jatropha curcas

 Theobroma cacao

 Malus domestica

 Prunus mume

 OeVTE3

 Sesamum indicum

 Amborella trichopoda

 Tarenaya hassleriana

 Eutrema salsugineum

 Camelina sativa

 Capsella rubella

 Arabidopsis lyrata subsp. lyrata

 Arabidopsis thaliana

 Brassica napus

 Elaeis guineensis

 Phoenix dactylifera

 Aegilops tauschii

 Oryza sativa Japonica Group

 Triticum aestivum

 Setaria italica

 Sorghum bicolor

 Brachypodium distachyon

 Chlamydomonas reinhardtii

 Chlorella variabilis

 Coccomyxa subellipsoidea

 Cyanidioschyzon merolae strain 10D

 Galdieria sulphuraria100
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tokoferollerin sadece bitkilerde üretilmesi ilgili genin tokoferol biyosentezindeki görevi ile 

uyumludur.  

TCYC protein dizileri ile yapılan filogenetik analizler sonucunda ilgili gene sadece 

bitki türlerinde rastlanılmıştır. Bitkiler arasında ilgili genin çift çenekli bitkiler, tek çenekli 

bitkiler, yeşil alg ve siyanobakteri bitki gruplarında var olduğu görülmüştür. Ayrıca çiçekli 

bitkilerin en eski üyesi sayılan ve bazal açıklı tohumlu bitkiler olarak gruplandırılan 

türlerden biri olan Amborella trichopoda türünde de TCYC genine rastlanmıştır (Şekil 4.19) 

(Soltis ve ark., 2008;  Zuccolo ve ark., 2011). A. trichopoda türü filogenetik ağaç üzerinde 

tek çenekli ve çift çenekli bitkilerin dışında bir dış grup olarak yer almıştır. TCYC genine 

sadece bitki gruplarında rastlanmış olması ve tokoferollerin sadece bitkilerde üretilmesi 

ilgili genin tokoferol biyosentezindeki görevi ile uyumludur.  

GTMT protein dizileri ile yapılan filogenetik analizler sonucunda ilgili gene sadece 

bitki türlerinde rastlanılmıştır. Bitkiler arasında ilgili genin çift çenekli bitkiler, tek çenekli 

bitkiler, kırmızı ve yeşil alg bitki gruplarında var olduğu görülmüştür. Ayrıca çiçekli 

bitkilerin en eski üyesi sayılan ve bazal açıklı tohumlu bitkiler olarak gruplandırılan 

türlerden biri olan Amborella trichopoda türünde de GTMT genine rastlanmıştır (Şekil 4.20) 

(Soltis ve ark., 2008;  Zuccolo ve ark., 2011). A. trichopoda türü filogenetik ağaç üzerinde 

tek çenekli ve çift çenekli bitkilerin dışında bir dış grup olarak yer almıştır. GTMT genine 

sadece bitki gruplarında rastlanmış olması ve tokoferollerin sadece bitkilerde üretilmesi 

ilgili genin tokoferol biyosentezindeki görevi ile uyumludur.  
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Şekil 4.19. TCYC protein dizileri kullanılarak hazırlanan filogenetik ağaç.  ● Çift çenekli bitkiler, ● 

Tek çenekli bitkiler, ● Bazal açık tohumlular,  ▼ Yeşil algler, ▲Siyanobakteriler, ● Olea europaea 

 Aphanizomenon flos-aquae

 Dolichospermum circinale

 Anabaena cylindrica PCC 7122

 Anabaena variabilis ATCC 29413

 Cylindrospermum stagnale PCC 7417

 Calothrix sp. PCC 6303

 Chroococcales cyanobacterium CENA595

 Chroococcidiopsis thermalis PCC 7203

 Scytonema millei VB511283

 Chlorogloeopsis fritschii

 Moorea producens

 Chamaesiphon minutus

 Stanieria cyanosphaera PCC 7437

 Crocosphaera watsonii

 Microcystis aeruginosa TAIHU98

 Neosynechococcus sphagnicola sy1

 Oscillatoriales cyanobacterium JSC-12

 Gloeobacter kilaueensis JS1

 Bathycoccus prasinos

 Auxenochlorella protothecoides

 Coccomyxa subellipsoidea C-169

 Chlamydomonas reinhardtii

 Volvox carteri f. nagariensis

 Amborella trichopoda

 Elaeis guineensis

 Phoenix dactylifera

 Musa acuminata subsp. malaccensis

 Aegilops tauschii

 Triticum aestivum

 Hordeum vulgare subsp. vulgare

 Setaria italica

 Sorghum bicolor

 Zea mays

 Medicago truncatula

 Phaseolus vulgaris

 Jatropha curcas

 Ricinus communis

 Tarenaya hassleriana

 Brassica napus

 Camelina sativa

 Arabidopsis lyrata subsp. lyrata

 Arabidopsis thaliana

 Malus domestica

 Prunus mume

 OeTCYC

 Sesamum indicum

 Nicotiana sylvestris

 Nicotiana tabacum

 Nicotiana tomentosiformis

 Solanum tuberosum

 Solanum lycopersicum

 Solanum pennellii
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Şekil 4.20. GTMT protein dizileri kullanılarak hazırlanan filogenetik ağaç.   ● Çift çenekli bitkiler, 

● Tek çenekli bitkiler, ● Bazal açık tohumlular, ▲ Yeşil algler, ▼ Kırmızı algler, ▲ Diatomlar ♦ 

Siyanobakteriler, ● Olea europaea 

 Solanum melongena (GTMT)

 Solanum pennellii (GTMT)

 Solanum tuberosum (GTMT)

 Nicotiana sylvestris (GTMT)

 Nicotiana tomentosiformis (GTMT)

 OeGTMT (GTMT)

 Erythranthe guttata (GTMT)

 Genlisea aurea (GTMT)

 Perilla frutescens (GTMT)

 Sesamum indicum (GTMT)

 Artemisia sphaerocephala (GTMT)

 Carthamus oxyacanthus (GTMT)

 Carthamus tinctorius (GTMT)

 Helianthus annuus (GTMT)

 Lactuca sativa (GTMT)

 Cicer arietinum (GTMT)

 Lotus japonicus (GTMT)

 Glycine max (GTMT)

 Morus notabilis (GTMT)

 Tarenaya hassleriana (GTMT)

 Camelina sativa (GTMT)

 Capsella rubella (GTMT)

 Arabidopsis lyrata subsp. lyrata (GTMT)

 Arabidopsis thaliana (GTMT)

 Brassica oleracea (GTMT)

 Brassica juncea (GTMT)

 Brassica napus (GTMT)

 Aegilops tauschii (GTMT)

 Triticum aestivum (GTMT)

 Triticum urartu (GTMT)

 Brachypodium distachyon (GTMT)

 Sorghum bicolor (GTMT)

 Setaria italica (GTMT)

 Saccharum hybrid cultivar (GTMT)

 Zea mays subsp. mays (GTMT)

 Amborella trichopoda (GTMT)

 Auxenochlorella protothecoides (GTMT)

 Coccomyxa subellipsoidea (GTMT)

 Chlamydomonas reinhardtii (GTMT)

 Bathycoccus prasinos (GTMT)

 Ostreococcus tauri (GTMT)

 Ectocarpus siliculosus (GTMT)

 Phaeodactylum tricornutum (GTMT)

 Mastigocladopsis repens (D24-SMT)

 Scytonema tolypothrichoides (D24-SMT)

 Tolypothrix campylonemoides (D24-SMT)

 Hassallia byssoidea (D24-SMT)

 Scytonema hofmanni (D24-SMT)

 Aphanizomenon flos-aquae (D24-SMT)

 Dolichospermum circinale (D24-SMT)

 Anabaena cylindrica (GTMT)

 Nostoc azollae (D24-SMT)

 Cylindrospermopsis raciborskii (D24-SMT)

 Raphidiopsis brookii (D24-SMT)
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4. 8. Gen Anlatımı Çalışmaları  

Zeytin meyvelerinin gelişimi boyunca tokoferol biyosentezinde rol alan genlerin 

anlatımlarının incelenmesi amacı ile SYBR Green tekniği ile kantitatif real time PZR 

deneyleri gerçekleştirilmiştir. Zeytin gelişimi 15 gün aralıklarla Kasım-Aralık ayları 

arasında alınan örnekler ile gerçekleştirilmiştir (Şekil 4.1). 

Seçilen primerler için gen anlatım çalışması öncesinde verimlilik değerlerinin 

belirlenmesi için standart eğri eğrileri çizilmiş ve verimlilikler hesaplanmıştır. Sonrasında 

uygun verimlilik aralığındaki koşullarda comperative Ct yöntemi ile anlatım düzeyleri 

karşılaştırılmıştır. 

 

4. 9. Standart Eğri Deneylerinin Kurulması 

Çalışmada seçilen primeler için standart eğrilerin çizilmesi amacı ile RT PZR 

kurulmuştur. Bu reaksiyonlarda kalıp olarak RACE çalışmaları sırasında elde edilmiş her 

gene özgü cDNA veya primerlerin bağlanacağı bölgeyi taşıyan saflaştırılmış PZR ürünü 

kullanılmıştır. PZR ürünlerine ait tahmini kopya sayıları “Kopya sayısı = (DNA miktarı * 

6.022x1023) / (DNA dizi uzunluğu * 1x109 * 650)” formülüne göre hesaplanmıştır (Dorak, 

2006). Kullanılacak kalıplar en düşük dilüsyon 10 kopya olacak şekilde 6 seri dilüsyon 

gerçekleştirilmiştir. İlgili dilüsyon noktalarında SYBR GREEN tekniği ile reaksiyonlar 

kurulmuş ve Ct cinsinden sonuçlar verimlilik açısından değerlendirilmiştir.  

 

4. 10. Verimlilik Değerlerinin Hesaplanması 

Elde edilen Ct değerleri ve tahmini kopya sayılarının logaritması ile bir doğru çizilmiş 

ve ilgili doğrunun eğimi hesaplanmıştır. Elde edilen eğim değeri PZR verimliliğinin 

hesaplanması için “Verimlilik = (-1+10(-1/slope)) x 100” formülü ile kullanılmıştır (Dorak, 

2006). 
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Dilüsyonlar Temsili Kopya sayıları Log ct değerleri Sulandırma Katsayısı = 5

1. 31250 4,49485 23,88 Sulandırma sayısı = 6

2. 6250 3,79588 25,90

3. 1250 3,09691 27,86 Hedef = Gapdh2

4. 250 2,39794 30,84 Sample = 3' RACE Product

5. 50 1,69897 33,05 Eğim = -3,332331839

6. 10 1 Verimlilik (%) = 99,6

y = -3,3323x + 38,625
R² = 0,9945
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Şekil 4.16. GAPDH2 geni verimlilik eğrisi ve verimlilik değerleri 

 

Kantitatif PZR okumaları sonucu seri dilüsyonlardan elde edilen ct değerleri ve kopya 

sayılarının logaritma değerleri ile excel programında bir doğru çizilmiştir (Şekil 4.16). 

GAPDH2 genine ait standart eğri incelendiğinde R2 değerinin 0.9945 olduğu hesaplanmış 

ve elde edilen dilüsyon noktalarına ait verilerin yeterince doğrusal olduğu anlaşılmıştır. Bu 

doğruya ait eğim -3.332331839 formüle yerleştirildiğinde PZR reaksiyonunun % 99.6 

verimlilikle çalıştığı hesaplanmıştır. Bu sonuca ve CT değerlerinin 23.88– 33.05 gibi geniş 

bir aralığı kapsaması sebebi ile GAPDH2 geni için seçilen primer ve reaksiyon şartlarının 

anlatım çalışmaları için uygun olduğu görülmüştür. 
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Dilüsyonlar Temsili Kopya sayıları Log ct değerleri Sulandırma Katsayısı = 10

1. 500000 5,69897 17,53 Sulandırma sayısı = 6

2. 50000 4,69897 21,13

3. 5000 3,69897 24,66 Hedef = HPT1

4. 500 2,69897 28,35 Sample = 3' RACE Product

5. 50 1,69897 32,03 Eğim = -3,5046378

6. 5 0,69897 34,79 Verimlilik (%) = 92,9

y = -3,5046x + 37,628
R² = 0,9984
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Şekil 4.17. HPT1 geni verimlilik eğrisi ve verimlilik değerleri 

 

HPT1 geni kantitatif PZR okumaları sonucu seri dilüsyonlardan elde edilen CT 

değerleri ve kopya sayılarının logaritma değerleri ile excel programında bir doğru çizilmiştir 

(Şekil 4.17). HPT1 genine ait standart eğri incelendiğinde R2 değeri 0.9984 olarak 

hesaplanmış ve dilüsyon noktalarına ait verilerin yeterince doğrusal olduğu anlaşılmıştır 

(Şekil 4.17). Bu doğruya ait –3.5046 eğim değeri formüle yerleştirildiğinde PZR’nin % 92.9 

verimlilikle çalıştığı hesaplanmıştır. Verimliliğin istenilen aralıkta yer alması ve CT 

değerlerinin 17.53 – 34.79 gibi geniş bir aralığı kapsaması sebebi ile kullanılan primer ve 

reaksiyon şartlarının anlatım çalışmaları için uygun olduğu görülmüştür. 
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Dilüsyonlar Temsili Kopya sayıları Log ct değerleri Sulandırma Katsayısı = 10

1. 500000 5,69897 19,25 Sulandırma sayısı = 6

2. 50000 4,69897 22,79

3. 5000 3,69897 26,33 Hedef = VTE3

4. 500 2,69897 29,90 Sample = 3' RACE Product

5. 50 1,69897 33,24 Eğim = -3,508575439

6. 5 0,69897 Verimlilik (%) = 92,8

y = -3,5086x + 39,282
R² = 0,9999
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Şekil 4.18. VTE3 geni verimlilik eğrisi ve verimlilik değerleri 

 

VTE3 geni kantitatif PZR okumaları sonucu seri dilüsyonlardan elde edilen ct değerleri 

ve kopya sayılarının logaritma değerleri ile excel programında bir doğru çizilmiştir (Şekil 

4.18). VTE3 genine ait standart eğri incelendiğinde R2 değeri 0.9999 olarak hesaplanmış ve 

elde edilen dilüsyon noktalarına ait verilerin yeterince doğrusal olduğunu göstermiştir. Bu 

doğruya ait -3.508575439 eğim değeri formüle yerine yerleştirildiğinde PZR’nin % 92.8 

verimlilikle çalıştığı hesaplanmıştır. Verimliliğin istenilen aralıkta yer alması ve CT 

değerlerinin 19.25 – 33.24 gibi geniş bir aralığı kapsaması sebebi ile kullanılan primer ve 

reaksiyon şartlarının anlatım çalışmaları için uygun olduğu görülmüştür. 
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Dilüsyonlar Temsili Kopya sayıları Log ct değerleri Sulandırma Katsayısı = 10

1. 500000 5,69897 18,80 Sulandırma sayısı = 6

2. 50000 4,69897 22,15

3. 5000 3,69897 25,61 Hedef = TCYC

4. 500 2,69897 29,10 Sample = 3' RACE Product

5. 50 1,69897 31,73 Eğim = -3,280726624

6. 5 0,69897 Verimlilik (%) = 101,7

y = -3,2807x + 37,613

R² = 0,9977
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Şekil 4.19. TCYC geni verimlilik eğrisi ve verimlilik değerleri 

 

TCYC geni kantitatif PZR okumaları sonucu seri dilüsyonlardan elde edilen ct 

değerleri ve kopya sayılarının logaritma değerleri ile excel programında bir doğru çizilmiştir 

(Şekil 4.19). TCYC genine ait standart eğri incelendiğinde R2 değeri 0.9977 olarak 

hesaplanmıştır ve elde edilen dilüsyon noktalarına ait verilerin yeterince doğrusal olduğunu 

göstermiştir. Elde edilen doğruya ait –-3.280726624 eğim değeri formülde yerine 

yerleştirildiğinde PZR reaksiyonunun % 101.7 verimlilikle çalıştığı hesaplanmıştır. 

Verimliliğin istenilen aralıkta yer alması ve CT değerlerinin 18.80 – 31.73 gibi geniş bir 

aralığı kapsaması sebebi ile kullanılan primer ve reaksiyon şartlarının anlatım çalışmaları 

için uygun olduğu görülmüştür. 
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Dilüsyonlar Temsili Kopya sayıları Log ct değerleri Sulandırma Katsayısı = 10

1. 1000000 6 17,52 Sulandırma sayısı = 6

2. 100000 5 20,43

3. 10000 4 23,99 Hedef = GTMT

4. 1000 3 27,41 Sample = 3' RACE Product

5. 100 2 30,86 Eğim = -3,392657143

6. 10 1 34,33 Verimlilik (%) = 97,1

y = -3,3927x + 37,629
R² = 0,9994
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Şekil 4.20. GTMT geni verimlilik eğrisi ve verimlilik değerleri 

 

GTMT geni kantitatif PZR okumaları sonucu seri dilüsyonlardan elde edilen ct 

değerleri ve kopya sayılarının logaritma değerleri ile excel programında bir doğru çizilmiştir 

(Şekil 4.20). GTMT genine ait standart eğri incelendiğinde R2 değeri 0.9994 olarak 

hesaplanmış ve elde edilen dilüsyon noktalarına ait verilerin yeterince doğrusal olduğunu 

göstermiştir. Elde edilen doğruya ait –3.5046 eğim değeri formülde yerine yerleştirildiğinde 

PZR’ın % 97.1 verimlilikle çalıştığı hesaplanmıştır. Verimliliğin istenilen aralıkta yer alması 

ve Ct değerlerinin 17.52 – 34.33 gibi geniş bir aralığı kapsaması sebebi ile kullanılan primer 

ve reaksiyon şartlarının anlatım çalışmaları için uygun olduğu görülmüştür. 

 

4. 11. Gen Anlatımı Çalışmalarının Gerçekleştirilmesi 

RT-PZR reaksiyonları sonrasında cihaza ait yazılımın oluşturduğu raporlar 

incelenmiştir. Bu aşamada negatif kontrol reaksiyonlarında 35 Ct değerinin altında çoğalma 

gözlenen, birden fazla tm değerinde ürün gözlenen ve teknik tekrarlar arası 0.5 Ct farklılık 

bulunan reaksiyonlar yok sayılarak tekrarlanmıştır. Elde edilen sonuçlar incelendiğinde 

negatif kontrollerde bir çoğalma gözlenmemiştir. Ayrıca melt curve analizi sonuçları her bir 

gen için tek bir ürünün çoğaldığını göstermiştir (Ek 6-11). 
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Şekil 4.21. PDS1 geninin gerçek zamanlı PZR sonuçları. Harfler istatistiksel açıdan farklılık gösteren 

grupları temsil etmektedir. 

 

PDS1 geni anlatımı 5 farklı dönemde incelendiğinde meyve gelişimi boyunca hiç bir 

dönemde PDS1 anlatımında istatistiksel açıdan anlamlı değişimler gözlenmemiştir (Şekil 

4.21). 

 

 

Şekil 4.22. HPT1 geninin gerçek zamanlı PZR sonuçları. Harfler istatistiksel açıdan farklılık 

gösteren grupları temsil etmektedir. 
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HPT1 geni anlatımı incelendiğinde 7 Ekim ve 21 Ekim dönemlerinde gen anlatımları 

yüksek iken sonraki dönemlerde anlatımlarda bu erken 2 döneme göre istatistiksel açıdan 

anlamlı bir azalma görülmüştür (Şekil 4.22). 

 

 

Şekil 4.23. VTE3 geninin gerçek zamanlı PZR sonuçları. Harfler istatistiksel açıdan farklılık gösteren 

grupları temsil etmektedir. 

 

VTE3 geni anlatım düzeyleri incelendiğinde en yüksek anlatım düzeylerinin 7 ve 21 

ekim döneminde en yüksek düzeyde olduğu gözlenmiştir (Şekil 4.23). Sonraki dönemlerde 

anlatımının azaldığı ve sabit kaldığı anlaşılmıştır. 

 

 

Şekil 4.24. TCYC geninin gerçek zamanlı PZR sonuçları. Harfler istatistiksel açıdan farklılık 

gösteren grupları temsil etmektedir. 
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TCYC genine ait anlatım verileri incelendiğinde 7 ekim döneminde anlatım 

düzeylerinin en üst seviyede olduğu, sonraki dönemlerde ise anlamlı bir değişim 

gözlenmemiştir (Şekil 4.24). 

 

 

Şekil 4.25. GTMT geninin gerçek zamanlı PZR sonuçları. Harfler istatistiksel açıdan farklılık 

gösteren grupları temsil etmektedir. 

 

GTMT genine ait anlatım verileri incelendiğinde zeytin meyvelerinin olgunlaşma 

süreci boyunca istatistiksel açıdan anlamlı değişimler belirlenememiştir (Şekil 4.25). 

 

4. 12. HPLC Deneyleri 

Çalışmamızda zeytin meyve örneklerinin alındığı dönemlerde meyvelerden santrifüj 

yöntemi ile zeytinyağı elde edilmiş ve HPLC metodu ile tokoferol içerikleri belirlenmiştir. 

7 ekim dönemine ait meyvelerden meyvelerin erken bir olgunlaşma aşamasında olmasından 

dolayı HPLC deneyleri için yeterli zeytinyağı elde edilememiştir. Dolayısı ile HPLC 

deneyleri yeterli miktarda yağ elde edilen sonraki 4 dönemde gerçekleştirilmiştir. 
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Şekil 4.26. Zeytin meyvelerinin gelişimi boyunca tokoferol miktarlarında değişimler 

 

Alfa tokoferol miktarları meyve gelişimi boyunca 21 Ekim örneklerinde 26.78 mg/100g, 4 

Kasım örneklerinde 21.63, 18 Kasım örneklerinde 21.05, 2 Aralık örneklerinde ise 22.05 şeklinde 

ölçülmüştür. HPLC deneyleri sonuçları meyve gelişiminin ilk dönemlerinde tokoferol 

konsantrasyonunun en yüksek seviyede iken sonraki dönemlerde düşüş yaşadığını göstermiştir. 
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BÖLÜM 5 

SONUÇ VE ÖNERİLER 

 

Tokoferoller antioksidan özellikleri sayesinde çeşitli stres koşullarında bitkilerde 

koruma görevleri olan moleküllerdir. Bitki dokularında üretilen tokoferoller ortaya çıkan 

soğuk, kuraklık, yüksek ışık ve tuzluluk gibi abiyotik streslerin etkilerini azaltmakta 

görevleri olduğu bilinmektedir (Abbasi ve ark., 2007). Benzer şekilde zeytin meyve ve diğer 

dokularında biriken tokoferollerin bitkinin karşı karşıya kalabileceği soğuk ve kuraklık 

koşullarında oluşan stresin etkisinin azaltılmasında görev almaktadır (Maeda ve ark., 2006).  

Bu çalışma ile zeytin tokoferol biyosentezinde görev yapan genlerin yapıları ve gen 

anlatımları ortaya çıkarılmıştır. Buna göre tokoferol biyosentezinde görev alan beş genin 

zeytin meyvelerinde anlatıma uğramaktadır. Bu genlerden OePDS1 geni için 1524 baz çifti 

uzunluğunda bir transcript dizisi elde edilmiştir.  Bu transcript dizisi incelendiğinde 3’ ve 5’ 

UTR bölgeleri çıkarıldığında toplam 450 aminoasit uzunluğunda bir protein kodlamaktadır. 

Elde edilen diziler model bitki türlerine ait PDS1 geni protein dizileri ile karşıalştırıldığında 

%80 - %70 aralığında benzerlik gösterdiği görülmüştür (EK 1). OePDS1 geni ayrıca 

“Gloxylase extradiol dioxygenase” BRP benzeri super ailesi korunmuş bölgesini 

içermektedir. Bu domain metalloproteinler olarak bilinen ve bir metal iyonunu kofaktör 

olarak kullanan proteinlerde bulunmaktadır (Waldron ve ark., 2009). OePDS1 proteini bu 

özellikle uyumlu şekilde aynı zamanda bir demir bağlanma bölgesi içermektedir.  

OeHPT1 geni ile yapılan RACE çalışmaları sonucunda 1043 baz çifti uzunluğunda bir 

transcript elde edilmiştir. Bu mRNA dizisi 297 amino asit uzunluğunda bir protein 

kodlamaktadır. Elde edilen diziler model bitki türlerine ait HPT1 geni protein dizileri ile 

karşılaştırıldığında %86 - %80 aralığında benzerlik gösterdiği görülmüştür (EK 2). OeHPT1 

geni bir prenyltransferaz domain bölgesi içermektedir. Bu korunmuş bölge E ve K 

vitaminlerinin ve klorofil biyosentezinde görev alan bir bazı proteinlerde bulunmaktadır. Bu 

proteinler çok değişken substrat gruplarına prenil grubu transfer etmektedirler (Yazaki ve 

ark., 2009).  

Zeytin OeVTE3 geni ile yapılan RACE çalışmaları ile 1250 baz çifti uzunluğunda bir 

transcript dizisi elde edilmiştir. Bu mRNA dizisi 330 aminoasit uzunluğunda bir protein 

kodlamaktadır. Elde edilen dizi model bitki türlerine ait VTE3 geni ile karşılaştırılmış ve tüm 
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türlerde %89 - %80 aralığında benzerlik gösteriği görülmüştür (EK 3). OeVTE3 SAM (S-

adenosyl methionine) bağımlı metiltransferaz ya da AdoMet metiltransferaz süper ailesine 

ait bir korunmuş bölge içermektedir. Bu proteinler S-adenosyl methionine molekülünü 

araclığı ile substrat molekül metil grubu transfer ederler (Lushchak ve Semchuk, 2012).  

Tokoferol siklaz geni ile yapılan çalışmalar sonucunda bu gene ait 1631 baz çifti 

uzunluğunda bir mRNA belirlenmiştir. Bu mRNA 515 amino asit uzunluğunda bir bölge 

kodlamaktadır. Elde edilen dizi model bitki türlerine ait TCYC geni ile karşılaştırılmış ve 

tüm türlerde %82 - %70 aralığında benzerlik gösterdiği görülmüştür (EK 4). OeTCYC 

proteini sadece tokoferol siklaz proteinlerinde bulunan bir korunmuş bölge içermektedir. Bu 

bölgeye sahip proteinler tokoferol ve tokotrienol biyosentezinde görev almaktadır 

(DellaPenna ve Pogson, 2006). 

 Zeytin gamma tokoferol metiltransferaz genine ait transkript 1277 baz çifti 

uzunluğundadır ve 367 aminoasit uzunluğunda bir protein kodlamaktadır. Elde edilen dizi 

model bitki türlerine ait GTMT geni ile karşılaştırılmış ve tüm türlerde %85 - %73 aralığında 

benzerlikler gösterdiği görülmüştür (EK 5). OeGTMT geni bir metiltransferaz korunmuş 

bölgesi içermektedir. 

PDS1 genlerinin filogenetik analizi PDS1 geninin bitki, hayvan, bakteri ve mantar 

alemlerinde var olduğu ortaya çıkarmıştır. Filogenetik analiz sonuçlarında yer almayan 

arkelerde de PDS geninin varlığı bildirilmiştir (Frick ve ark., 2014). PDS geninin bu yayılımı 

bu genin tüm canlılarda temel amino asit metabolizmasında görev almasından 

kaynaklanmaktadır. Bitkilerde amino asit metabolizmasının yanında plastokinon ve 

tokoferol biyosentezinde görev alırken (Norris ve ark., 1998;  Tsegaye ve ark., 2002;  

Fritsche ve ark., 2014), insanlarda tirosin metabolizmasında görev alır ve bu gende oluşan 

mutasonların tyrosinemia tip 3 hastalığına sebep olduğu bildirilmiştir (Tomoeda ve ark., 

2000;  Aarenstrup ve ark., 2002). Bakterilerde ise temel tirozin metabolizmasında ve bu 

yolla bazı pigmentlerin sentezinde görev alırlar (Yang ve ark., 2007). 

HPT1, VTE3, TCYC ve GTMT protein dizileri ile yapılan filogenetik analizler 

sonucunda ilgili genlere PDS1 geninin aksine sadece fotosentetik türlerde rastlanılmıştır. Bu 

genlere genine sadece bitki gruplarında rastlanmış olması ve tokoferollerin sadece bitkilerde 

üretilmesi ilgili genlerin tokoferol biyosentezindeki görevi ile uyumludur. 
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Çalışmada gerçekleştirilen gen anlatımı sonuçlarına göre OePDS1 geni anlatımı örnek 

alınan dönemlerde istatistiksel açıdan anlamlı bir değişim göstermemiştir. Bunun yanında 

OeHPT1, OeVTE3 ve OeGTMT genleri 7 Ekim örneklerinde en yüksek anlatım düzeylerini 

göstermiş ve sonraki dönemlerde düşüş göstererek 4 dönem boyunca anlamlı değişim 

göstermemiştir. OeTCYC geni ise 7 Ekimde en yüksek anlatım seviyesini göstermiştir. 21 

Ekim ve 18 Kasım örnekleri, 7 Ekim örneklerine göre daha düşük anlatım seviyeleri 

gösterirken en düşük anlatım 4 Kasım ve 2 Aralık örneklerinde gerçekleşmiştir. 4 Kasım 

örnekleri ile 21 Ekim ve 18 Kasım örnekleri arasında istatistiksel açıdan anlamlı değişimler 

görülse de, bu değişimler ~0.2-0.3 kat gibi düşük bir seviyede olmuştur. 

Çalışmada elde edilen sonuçlar incelendiğinde tokoferol biyosentezinde görevleri olan 

ve biyosentez yolunda birbirinin ardından gelen OeHPT1, OeVTE3, OeTCYC ve OeGTMT 

genlerinin anlatımının erken dönemlerde daha yüksek olması bu artışın bu dönemlerde 

karşılaşılan çevresel stres ile ilişkili olabileceğini düşündürmektedir. Stres koşulları altında 

tokoferol profillerinin değişimleri birçok çalışmaya konu olmuştur. Buğday üzerinde doğal 

ortamında yüksek ışık ve sıcaklık stres şartlarında yetişen bitkilerde daha yüksek α tokoferol 

içeriği bildirilmiştir (Watts ve ark., 2014). Arpa türünde yapılan gen anlatımı çalışması 

oksidatif stres koşullarında PDS1 geninin anlatımının arttığı bildirilmiştir (Falk ve ark., 

2002).  Bunun yanında bu sonuçlar tokoferol biyosentez yolunun meyve olgunlaşmasının 

erken aşamalarından itibaren aktif olduğunu göstermektedir. Ayrıca zeytinyağındaki 

tokoferol konsantrasyonları HPLC ile incelendiğinde benzer şekilde ilk dönemlerde 

konsantrasyonun daha yüksek olduğu görülmüştür. Bu durum tokoferol biyosentezinin yağ 

birikiminin başladığı aşamalardan önce başladığı yönündeki anlatım çalışmalarını 

doğrulamaktadır. Meyve gelişiminin sonraki basamaklarında (21 Ekim döneminde) ise 

dokularda yağ birikimi arttıkça yağdaki tokoferol konsantrasyonları düşmüştür. Sonraki 

dönemlerde yağ birikimi devam ettikçe tokoferol konsantrasyonu sabit kalmıştır. Bu durum 

biyosentez yolunun 2 Aralık dönemine kadar aktif olduğunu düşündürmektedir. GTMT geni 

gama tokoferolü alfa tokoferole dönüştürme görevini yapmaktadır. Alfa ve gama tokoferol 

bitki dokularında meydana gelen stres koşullarında farklı görevler üstlenmektedir (Abbasi 

ve ark., 2007). Bitki dokularında biriken tokoferolün çoğunluğunu alfa tokoferol 

oluşturmaktadır (DellaPenna ve Pogson, 2006). GTMT geninin zeytin meyve gelişimi 

boyunca aktif olması, biyosentez yoluna has diğer genlerin benzer anlatım profilleri 

göstermesi ve HPLC ile belirlenen tokoferol konsantrasyonlarının da bu sonuçları 
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desteklemesi nedeniyle zeytin meyvelerinde de alfa tokoferolün baskın olduğunu 

düşündürmektedir. İleride zeytin dokularında bu iki tokoferol tipinin fonksiyonları hücresel 

ve genetik olarak belirlenmelidir. 

Biyosentez yolunda ilk iki aşamayı oluşturan PDS1 geni, tokoferol biyosentezinin 

yanında plastokinon biyosentez yolunda da görev almaktadır. Fotosentez gibi temel bir 

süreçte de görevi olan bu genin anlatımı meyve olgunlaşmasından etkilenmemekte, 

olgunlaşma boyunca yakın seviyelerde etkinliğine devam etmektedir. Bunun yanı sıra HPT1 

geni ile A. thaliana gibi model türlerde yapılan çalışmalarla bu genin tokoferol biyosentez 

süreci için kısıtlayıcı gen olduğu bildirilmiştir (Collakova ve DellaPenna, 2003).Bu gen 

PDS1 geni gibi plastokinon biyosentez yolağında da görev almaktadır. HPT1 geninin son üç 

dönemdeki anlatımı seviyelerindeki düşüş meyve dokularında azalan kloroplast miktarı ile 

ilişkili olabilir. A. thaliana türünde gerçekleştirilen bu işlevsel çalışmalarda RNAi 

interference teknolojileri ile gen susturma gerçekleştirilmiş olup, henüz bu teknikler zeytin 

için uygulanmamaktadır ve Bu nedenle ileride daha farklı teknikler zeytinde 

uygulanabildiğinde tokoferol miktarlarını kontrol eden genetik mekanizmalar 

anlaşılabilecektir. Çalışmamızda ortaya çıkan transkript verileri ile bu çalışmalara temel 

hazırlamıştır.  

Bu tez çalışması Ege bölgesinde yağlık bir çeşit olarak yaygın yetiştiriciliği yapılan 

Ayvalık çeşidi ile gerçekleştirilmiştir. Buna karşın elde edilen veriler tüm zeytin çeşitlerinde 

ilgili genlerin araştırılmasını, çeşitler arasında ilgili gen bölgelerinde polimorfizm ve SNP 

bölgelerinin ortaya çıkarılmasını, özellikle düşük tokoferol içeriğine sahip veya farklı 

alfa/gama tokoferol içeriklerine sahip çeşitlerin gen anlatımı verilerinin karşılaştırılması, 

düşük veya farklı tokoferol içeriklerine neden olan gen yapılarının belirlenmesine kaynak 

olabilecek bir çalışma olmuştur. Söz konusu çalışmaların da tamamlanması ile zeytin 

bitkisinde E vitamini içeriği yüksek çeşitlerin geliştirilmesi için ön veriler tamamlanmış 

olacaktır. 
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