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Yiiksek Lisans Tezi

Ayciceginde Yiiksek Oleik Yag Asidi Ozelliginin Molekiiler Markirlar Kullanilarak
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OZET

Aygigegi (Helianthus annuus), Compositae ( Asteraceae) familyasina ait tek yillik bir
yag bitkisidir. Ay¢icegi diinyada yenebilir bitkisel yag bakimindan 4. sirada yer almakta
olup, diinyadaki ay¢igegi ekim alanlarinin yaklasik 60% 1 Karadeniz bolgesi tilkelerinde
bulunmaktadir.. Aycegini lilkemizde 6nemli kilan kisim ise iilkemizin bir¢ok bdlgesinde
yetistirilebilir olmasidir. Urettigimiz bitkisel yag artan niifusa yetmemekte ve zaten olan
yag acigimiz yildan yila artmaktadir. Bu yag a¢ig1 verim artisina alternatif olarak yag
kalitesi iyilestirme ¢alismalariyla azaltilabilir. Oleik asit igerikli aycicegi yag iireterek
ozellikle kizartma sanainde yag tliketimini azaltmak miimkiindiir. Yiiksek oleik asit
iceren ¢esitler gelistirmek i¢in klasik yontemlerle yapilan 1slah hem zor hemde biyotik ve
abiyotik stres kosullarindan etkilendigi i¢in dogruluk derecesi diisiik olmaktadir. Ancak
yiiksek oleik asit igerikli bitki 1slahinda biyoteknolojik yontemler ile molekiiler markir
destekli seleksiyon (MAS) kullanilarak daha hizli ve daha tutarli sonuclar elde etmek
miimkiindiir. MAS yontemi is giiclinli azaltma, daha hassas ve giivenilir sonuglar elde
etme gibi bir¢ok avantaj sunmaktadir. Bu c¢alismada F3 kademesindeki 40 birey ve
genetik cesitlilige olan se¢iciligini 6l¢mek icin 55 adet yiiksek oleik, orta oleik ve linoleik
patentli ¢esitler oleik asit ile baglantili oldugu saptanan FAD2 gen bdlgesinden 3 SSR ve
6 INDEL markir1 olmak iizere toplamda 9 markir ile tarama yapilmistir. Markirlarin
seleksiyon etkinligini saptamak i¢in tiim 6rneklerin yag asitleri bakimindan analizi Gas
Kromotografi (GC) cihazinda yapilarak karsilastirilmistir. Bu ¢alismalar sonucunda 4

yiiksek oleik asit karakterini selekte edebilen 4 markir tespit edilmistir.

Yil : 2017
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Master's Thesis
Determination of Feature of High Oleic Spesificasion in Sunflower by Using Moleculer
Markers

Trakya University Institute of Natural Sciences

Biotechnology and Genetics departmen

ABSTRACT

Sunflower (Helianthus annuus), is an oil crop plant belonging to family of Compositae
(Asteraceae) and is the fourth in the world in terms of edible oil. Main sunflower planted
areas in the world existing in Black Sea regional countries which has over 60% of world
sunflower planted areas and production. Sunflower is growing almost all parts of Turkey
due to higher adaptation capability. The amount of vegetable oil produced in Turkey is
not enough for our domestic consumption and this existing deficit is increasing year by
year. Improving the oil quality is one of alternative options for reducing this oil deficit
because higher sunflower oleic type oils which has higher burning point could exist in the
domestic market. The selection utilizing with classical breeding methods to develop
varieties containing high oleic acid is both hard and low in precision level because it is
affected more by biotic and abiotic stress. However, it is possible to obtain faster and
more consistent results in plant breeding containing high oleic acid by using
biotechnological methods and selections supported by molecular marker (MAS). This
biotechnological methods has many advantages including reducing the workers and
obtainining more precise results. In this study, the screening has been performed for 9
markers total which are 3 SSR and 6 INDEL markers from the FAD2 gene section that
were detected to be related to high oleic acid. All the samples has been compared with
analysis in terms of oil acids in gas chromatography device in order to detect if the
markers have done the selection correctly or not. As a result of this study, 4 markers

which can select the characteristic of high oleic acid were found.

Year : 2017
Number of Pages . 45
Keywords : Sunflower, Oleic acid, MAS



ONSOZ

Diinyadaki tarim alanlar1 sabit kalirken insan niifusunun artmasi tarim tirlinlerinin
yeterlilik derecesini giinden giine azaltmaktadir. Ayrica tarim alanlarinin yapilagma, yol
caligmalar1 gibi etmenler ile glinden giine azaldig1 goriilmektedir. Azalan tarim alanlari
ve artar niifiis nedeniyle tarimsal {irtinlerin verimini ve kalitesini arttirmak birinci 6ncelik
olmak zorundadir. Kaliteyi arttirmak {iriin a¢igin1 azaltmasi acgisindan ¢ok onemli bir
konudur. Gerek bitki besleme gerekse tiriilerin i¢eriklerinin 1slahi ile bu a¢i1gin azaltilmasi

mumkin olmaktadir.

Tiirkiye’deki ay¢icegi iiretimi diinya siralamasinda 8. sirada yer almaktadir. Ancak bu
tiretim iilkemizin ihtiyacini karsilayamamakta ve gerek aycigegi tohumu gerekse ham yag
ithal ederek iilkemize milyonlarca dolar girdi maliyeti olusmaktadir. Ulkemizde Trakya
Tarimsal Arastirma Enstitiisi'nde (TTAE) ve bazi bazi 6zel sektér tohumculuk
firmalarinda klasik 1slah yontemlerini kullanarak yiiksek oleik asit igerikli bitki 1slahi

calismas yiirtitmektedir.

Bu yiiksek lisans tezi kapsaminda basta Trakya Tarimsal Arastirma Enstitlisii olmak
tizere lilkemizde yiiriitilen yiliksek oleik asit karakterli bitki 1slahinda molekiiler
yontemler kullanilmasina destek olmak amaciyla FAD2 gen bolgesinde 9 markir test

edilmistir.
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mg :
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% :
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Kisaltmalar

vd. : ve digerleri

CTAB: Cetyl trimethylammonium bromide
DNA: Deoksiribo Niikleik Asit

dNTP : Deoksi Niikleotid Tri Fosfat
EDTA: Etilendiamin tetraasetik asit

HCI : Hidroklorik Asit

Helianthus annuus : Aygicegi

MgCl2 : Magnezyum Kloriir

NaCl : Sodyum Kloriir

PCR: Polimeraz Chain Reaction (Polimeraz Zincir Reaksiyonu)
RNA : Ribo Niikleik Asit

RNase : Riboniikleaz

SSR: Simple Sequence Repeats (Basit Dizi Tekrarlar)

Taq : Tag polimeraz

TBE : Tris-Borat-EDTA Tamponu

TE Tamponu : Tris-EDTA Tamponu

TUBITAK : Tiirkiye Bilimsel ve Teknolojik Arastirma Kurumu

UVv: Ultraviole Is1g1

MAS : Markir Destekli Seleksiyon

SNP : Single Nucleotide Polymorphism (Tek Niikleotid Polimorfizmi)
INDEL : Insertion/Deletion

NaOCl : Sodyum Hipoklorit

EtBr : Etidyum Bromiir
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BOLUM 1

1. GIRIS

1.1.  Aygciceginin Diinya ve Tiirkiye A¢isindan Onemi

Aycicegi (Helianthus annuus L.); Papatyagiller familyasina ait, 2n=34 kromozomlu bir
bitkidir. Gen merkezi Kuzey Amerika olan 6nemli bu bitki diinyadaki tiiketilebilir bitkisel
yag {iretiminde palm yag1, soya fasulyesi, kanola yagindan sonra 4. siradadir. Ilk olarak
kuzey amerikadaki yerliler tarafindan boya maddesi olarak ve ekmeklere katki maddesi
olarak kullanilmistir. Ispanyol gezginler 1850’lerde Kuzey Amerikadan topladikari
tohumlar1 6nce siis bitkisi olarak yetistirmislerdir. Sonra deniz yoluyla Ispanya’dan
Italya, Misir, Afganistan, Cin ve Hindistana kadar yayilmustir. 18. Yiizyilda Rusya’ya
getirilen aycicegi ilk kez burada yag bitkisi olarak kullanilmistir. Genel olarak her tiirli
toprak ve ¢evre kosullarina adapte olmasi nedeniyle tarn yaygmlasmistir. Ulkemize ilk
defa 2. Diinya savasindan sonra 1945-1950’li yillarda, Bulgaristan’dan gelen
vatandaslarimiz ile lilkemize giris yapmustir. Ancak yogun olarak tiretilmeye baglanmisi
1980’11 y1llardan sonra iilkemize hibrit ¢esitlerin gelmesinden sonra baglamistir. Diinyada
tiretilen tiiketilebilir bitkisel yagin %12’sini olusturur (Giizel vd, 2015; Rauf vd, 2017).
Ulkemizde yag bitkileri icerisinde gerek iiretim gerekse tiiketim agisindan birinci sirada
yer almaktadir. Genel olarak iilkemizde ve diinyada bitkisel yag elde etmek igin
iiretilmesinin yanisira, ¢erezlik olarak tiiketilmesi i¢in de tiretimi yapilmaktadir. Diinyada
aycicegi iireten iilkeler arasinda Tiirkiye, 8. Siradadir. Tiirkiye, diinya aygi¢egi liretimine

bakildiginda azzimsanmiyacak miktarda tiretim yapmaktadir.

Ulkemiz ve diinya yagl tohum iiretiminde aycigeginin (Helianthus annus L.) 6nemi
oldukca fazladir. Ozellikle, 1950’li yillardan giiniimiize kadar hizla artan diinya
niifusunun bitkisel yag ve bitkisel protein ihtiyacini karsilayabilmek i¢in diinyada yiiksek

bir adaptasyon yetenegine sahip olan aygigeginin iiretiminde hizli bir artis meydana



gelmistir. Diinyada aycicegi ekim alani 1955-59 yillarinin ortalamasi olarak, 7,4 milyon
hektar alan iken, glinimiizde yaklagik olarak iki misli bir artig gostererek 25 milyon
hektara ulagsmistir. Ayni siire igerisinde diinya ayg¢igegi tiretimi ise yaklasik olarak 3,9
misli bir artis gostererek 40 milyon tonu gegmistir. Aycigegi iiretiminde en hizhi artiglar
Arjantin, Cin, Hindistan, Fransa, ABD, Ispanya, Bulgaristan ve Tiirkiye gibi iilkelerde
gerceklesmistir. Aycicegi yaginin kaliteli bir bitkisel yag olmasinin yaninda, E vitamini
acisindan da birg¢ok yag bitkisinden daha zengin olmasi, ayrica sahip oldugu tekli ve coklu
doymamis yag asitleriyle gida iireticilerinin oldugu kadar endiistriyel alanda da kendisine
birgok kullanim alani1 bulabilmesi, elde edilen tiim bitkisel organlarinin
degerlendirilebilmesi ve yag1 c¢ikarildiktan sonra geri kalan artiktan kiispe, sap ve tabla
artiklarindan ise yakacak maddesi olarak yararlanilmasi nedeniyle, ekim ve iiretim

alanlarinda gerek iilkemizde, gerekse diinyada son yillarda bir artis yasanmaktadir.

Ulkemizde 2002 yilindan itibaren dekara verimde ciddi bir artis sézkonusu olmaktadir.
2016 yilinda ekim alan1 yaklagik 6 milyon olmus ve 1,5 milyon ton aygigegi tohumu elde
edilmistir. Ancak bu verim artisina ragmen yag ac¢ig1 gerek lilkemize gelen siginmacilar,

gerekse niifiis artis hizimiz bu yag agigin giderek arttirmaktadir.

Tablo 1.1.1. 2002-2016 yillar1 arasi1 Tiirkiye aycicegi ekim alanmi ve iiretim
miktarlan (TUIK, 2017)

Ekilen Alan (da) Uretim (ton)
Yil
2002 5.500.000 850.000
2003 5.450.000 800.000
2004 4.800.000 800.000
2005 4.900.000 865.000
2006 5.100.000 1.010.000
2007 4.857.000 770.000
2008 5.100.000 900.387
2009 5.150.000 960.300
2010 5.514.000 1.170.000
2011 5.560.000 1.170.000
2012 5.046.160 1.200.000
2013 5.202.600 1.380.000
2014 5.524.651 1.480.000
2015 5.689.950 1.500.000
2016 6.167.800 1.500.000




Ulkemizde tiiketilen bitkisel yagin yaklasik %60’1n1 aygicegi yag: olusturmaktadir. Son
yillarda artan niifus ile orantili olarak artmayan tarim alanlar1 nedeniyle aygigegi yagi
ihtiyac1 iilkemizde iiretilen yag ile karsilanamamaktadir. Ulkemiz, aycicegi iiretimi
bakimindan diinya siralamasinda 8. sirada olsa da, 2014 yilinda yaklasik 556 bin ton
aycicegi tohumu ayrica 812 bin ton aycicegi yagi ithal etmistir (Glimriik ve Ticaret
Bakanligi, 2014).

Bu yag ag¢igini tarim alanlarinin arttirilamamasi sebebiyle verimin arttirilmasi veya yag

kalitesinin gelistirilmesiyle yag kullanim miktarinin diistiiriilmesi sayesinde azaltilabilir.
1.2. Aygiceginde Verim Ve Kaliteyi Etkilen Etmenler

Ayciceginde tane verimi ¢evre kosullarindan fazla miktarda etkilenen kantitatif bir
karakter olup, tane olusumunda bir ¢ok ¢evresel faktor ve verim iizerine etkili olmaktadir
(Fick vd, 1997). Aygiceginin temel iiretim amaci, bitkisel yag elde etmektir ve ekilen
cesitlerin yag oranlarinin yiiksek, birim alandan elde edilecek yag veriminin fazla
miktarda olmasi en 6nemli hedeflerdendir. Ancak iilkemizde ay¢iceginin yag oranina
gbre alim yapilmamasi ve yag orani yiiksek {liriine ilave prim verilmemesi sebebiyle
ciftcilerin yag orani yiiksek ¢esitler yerine, tane verimi yiiksek cesitlere yonelmesi,

iilkemizdeki bitkisel yag agigiin bir diger temel nedenlerinden biridir.

Edirne kosullarinda 2000 ve 2001 yillarinda yapilan calismada; tane ve yag
performansina en biiyiik etkinin, bitki boyu ve bin tane agirligi tarafindan yapildigini, yag
oranin da yag verimini olusturan iki 6geden biri olmasi sebebiyle, yag verimine de yiiksek
oranda ve direk katki sagladigini belirlemislerdir (Yalgin Kaya. vd, 2003). Ancak,
ayciceginde 6nemli verim Ogelerinin tane ve yag verimine lizerine direk ve dolayl
katkilar1 birlikte incelendiginde, en ©onemli katkinin, ciceklenme siiresinin negatif

yondeki etkisi, dolayisiyla, ¢esit erkenciligi yarattigi goriilmiistiir.

Aycicegi vejetasyon siiresi boyunca asirt kurakligin yasandigr 1999 ve 2000 yillarinda
yapilan calismada tane veriminde verim Ogelerinin etkisini belirlemek i¢in Trakya
kosullarinda 3 farkli lokasyonda yaptiklar1 arastirmada, en fazla etkinin diger ¢aligmadaki
gibi bitki boyu tarafindan yapildigini, bu etmenden sonra bin tane agirligi, aygigegi
tablasinin ¢apu, fizyolojik olgunluk araligi ve hektolitre agirlig1 verime en fazla etki eden

etkenler oldugu goriilmiistiir (Kaya vd, 2003).



1.3. Tiirkiyede Ayciceginin Durumu

Tiirkiyede ayciceginin Trakya Bolgesi disinda Konya ve Adana gibi bolgelerde
ekilmeye baslanmasiyla artmistir. Ancak tilkemizde iiretilen aygigegi i¢ tiikketime yeterli
degildir. Son yillarda iilkemize gelen siginmacilar ile niifusumuz artarken zaten
iilkemizde olan yag acigi git gide daha da artmaktadir. Yeni cesitlerin iilkemize
gelmesiyle canavar otu (Orobanche spp.) ve mildiyo (Plasmopara halstedii) gibi verimi
sinirlayici ve diisiiriicli etmenler daha az etkileyerek verimi daha stabil hale getirmislerdir.
Ayrica orta oleik ve yiiksek oleik cesitlerin iilkemize gelmesi ve kullanimin
yayginlastirilmaya baslanmasiyla daha saglikli ve daha ekonomik gesitler gelistirilerek

yag aci81 az da olsa kapanmaya c¢aligilmistir.

Diinyadaki biiylime hizi niifiis artisinin yaninda gida maddelerinin tiiketimini de
arttirmigtir. Bu gida maddeleri iginde bitkisel yaglar da yer almaktadir. Ayrica
endistiiriyel Olgekte tiretilen {riinler bitkisel yag ihtiyacinni arttirmig ve yag agiginin
artmasini saglamistir. Ayrica biyodizel {iretiminde kullanilmasi yoniinden de enerji
sektorlinde yer bulmus ve ihtiya¢ daha da artmistir. Bu sayede bitkisel yaglar gida sektorti,
enerji sektorii ve kimyasal sektoriinde Stretejik bir {iriin haline gelmistir. (Giimrik ve

Ticaret Bakanligi, 2014).

Ulkemizdeki bitkisel yag tiiketimi bahsedilen iiriin guruplari talebi dogrultusunda atis
gostermistir. Ancak tiikiye topraklari, iklim yapisi dikkate alindiginda, yagl tohumlu
bitklerin iiretilmesi agisindan yiiksek potansiyele sahip olmasinin yaninda, ekim
alanlarinin artig gosterdigi yillarda dahi, iilkemizdeki tiiketilen bitkisel yag1 karsilayacak
oranda {liretim gerceklestirilememektedir. Dolayisiyla artan yag acigi tihalat yoluyla

gidermeye caligilmaktadir.

Bolgeler agisindan bakildiginda farkli iklim kosullar1 nedeniyle {ilkemizde palm yagi ve
hindistan cevizi yag1 haricinde yagl tohumlardan aycicegi, ¢igit, kanola, soya, yerfistigi,
susam, hashas, keten ve kenevir basarili bir sekilde yetistirilebilmektedir. Bu bitkiler
icerisinden tohumunda yiiksek oranda yag barindiran (%38-50) ayg¢icegi, iilkemizdeki
bitkisel yag liretiminin yaklasik %70’lik oranini karsilayan olduk¢a onemli bir yag

bitkisidir(Kaya vd, 2009).



1.4.Ayciceginde Yiiksek Oleik Asit

Yag, gliserol ile yag asidinin esterlesmesi sonucu olusan trigliserit esteridir. Yagin temel
yap1 taglar1 yag asitleridir. Yag asidi ise karboksil grubu (-COOH) ile sonlanan diiz bir
hidrokarbon zincirinden olusur. Bu zincirde yer alan karbon sayis1 ve ¢ift bag sayisi, yagin
fiziksel ve kimyasal oOzelliklerini belirler. Karbon atomlar1 arasinda ¢ift bag
bulundurmayan veya karbon iskeleti tekli baglardan kurulu olan yag asitlerine ‘doymus
yag asitleri” ad1 verilir. Doymus yag asitlerince zengin olan yaglara ‘doymus yaglar’ adi
verilir. Palmitik asit (C16:0) ve stearik asit (C18:0) bitkisel yaglarda bulunan 6nemli
doymus yag asitleridir. Karbon atomlari1 arasinda bir ¢ift bag igeren yag asitlerine ‘tekli
doymamis’, birden fazla cift bag iceren yag asitlerine de ‘¢coklu doymamis yag asitleri’
ad1 verilir. Doymamis yag asitlerince zengin olan yaglara da ‘doymamis yaglar’ adi
verilir. Oleik asit (C18:1), linoleik asit (C18:2) ve linolenik asit (C18:3) bitkisel yaglarda
bulunan en 6nemli doymamis yag asitleridir. Oleik asit omega-9, linoleik asit omega-6

ve linolenik asit omega-3 olarak isimlendirilir (Baydar, 2007).

Tiirkiye’de en fazla iiretilen yag bitkisi olan ay¢igeginin tohumlar1 %40-50 arasinda yag
icerigine sahiptir. Aygigegi yaginda ortalama olarak %70 linoleik asit, %20 oleik asit, %6
palmitik asit ve %4 stearik asit bulunur. ABD’de NuSun ismiyle oleik asidi yiiksek (550-
700 g/kg) aygicegi yagi iireten cesitler gelistirilmistir(Kaya vd, 2007). Oleik asit igerigi
orta ve yiiksek icerikte olan aycicegi cesitlerinin yagindan {iiretilen kizartma ve
margarinlerin trans yag asit miktarlar1 diisik oldugu icin daha saglikli olduklar:
saptanmustir. Ayrica bu tipteki yaglarin bozulmasi daha uzun siirmekte ve raf dmiirleri de
uzun olmaktadir. Halen Amerika Birlesik Devletleri’nde NuSun tip olarak adlandirilan
orta diizeyde oleik tiplerin tarimi, Avrupa’da da yiiksek oleik asit iceren ¢esitlerin ekimi
alan1 giderek artmaktadir. Aygigeginde de yag asitleri biyotik ve abiyotik kosullarindan
dogrudan etkilenir. Ornegin serin kuzey iklim bdlgelerinden sicak giiney iklim
bolgelerine dogru gidildikge yagda linoleik asit orani diismekte, oleik asit orani

artmaktadir (Baydar, 2000).

Linoleik asit en fazla aspirde daha sonra da aygigeginde bulunur. Coklu doymamis yag
asidine sahiptir. Linoleik asit omega-6 olarak ta adlandirilir. insan vicudundan

tiretilmedigi icin gida kaynaklarindan temin edilmesi gereken bi yag asididir(Swern,



1979). Oleik asit ise omega 9 olarak ta bilirinir. Oleik ve linoleik dengeyi saglamak i¢in

diyetisyenler tarafindan onerilmektedir.

Diinyada geneline bakildiginda linoleik asit igerigi yiiksek olan aygicegi yaginin
tiretildigini goriilmektedir. Linoleik tipteki ay¢igegi yaginda linoleik asit oran1 % 60 - 75,
oleik asit oran1 % 10 - 30 seviyelerindedir. Doymus yag asitleri (Palmitik, Stearik,
Aragsidik gibi ) orani ise % 11 - 12 civarindadir. Kisaca, baskin oranda ¢oklu-doymamis
ve diisiik oranda doymus yag asidi icerikli bir bitkisel yag olarak tanimlanabilir. Tad1
hafiftir ve yiiksek oranda E Vitaminine sahiptir. Salatalarda, yemeklerde, margarin ve

shortening uygulamalarinda kullanilmaktadir.

Oleik asit ise; ismini aldig1 zeytinyaginda bulunan, 18 karbonlu, kimyasal yapisindaki
karbon ve hidrojenler arasinda sadece 1 ¢ift bag bulunan, tekli doymamis yag asitidir.
Kimyasal formiilii C1gH3402’dir. Omega-9 yag asiti olarak adlandirilmaktadir (Swern,
1979).

1.4.1. Diinyada Orta-Oleik ve Yiiksek-Oleik icerikli Aycicegi Yaginin

Kullanimu:

Insan saglhigi agisindan gok daha saglikli oldugu ve kolon kanseri, kotii kollestirol
diistirmesi gibi bircok iyi 6zelligi sayesinde oleik asit icerigi yiiksek yaglara talep
olusmustur. Oleik igerigi yiiksek yaglar, standart linoleik icerikli yaglara gore yanma
derecesi daha yiiksek oldugu i¢in daha uzun siire yanmadan stabil olarak pisirme islemi
yapabilmektedirler. Bu sayede yagin degistirilmesine gerek kalmadan linoleik yaglara

oranla daha ¢ok pisirme iglem yapabilmektedirler (Warner, 2002).

Warner, yaptig1 ¢alismada, %85 oraninda oleik asit i¢eren aycicegi yagi kullanilan
patates kizartmalarinda, yaklasik 20 saat siiren kizartma siiresi sonucunda daha az yanma
ve tortuya sahip olmasina karsin, daha ¢ok yiiksek aromali bir kizartma kokusuna sahip
oldugunu, ancak oleik asit oran1 60% ve 67% aras1 iceren aygi¢cegi yaginin en iyi tadi
sagladigini ve 1slahgilarin en iyi lezzet i¢in % 67 civari oleik asit iceren ay¢icegi hibritleri

1slah etmeleri gerektigini savunmiustur (Warner, 2002).

Dobarganes kizartma denemelerinde soya, misir 6zii gibi birbirinden farkli bitkisel
yaglari kullanarak yiirttiikleri ¢alismada, en iyi kizarma performansinin ve aromanin orta

oleik yag asidi igeren yaglardan elde ettiklerini bildirmislerdir (Dobarganes vd, 1993).



Cuesta, yag asidi igeriklerinden yiiksek oleik asit igeren yaglarin linoleik asit icerigi
yiiksek yaglara gore kizartma yagi olarak daha uzun stire kullanilabildigini savunmustur
(Cuesta vd, 2001). Bu arastirma sonucunda hazir yemek, restoran, turizm tesisi gibi

yerlerde oleik asit igerigi yiiksek yaglarin kolayca yer bulabilecegini géstermistir.
1.4.2. Yiiksek-Oleikli Aycicegi Yaginin Faydalari;

e Yiiksek sicakliklarda linoleik yaga oranla daha yiiksek stabilite gosterir, raf dmrii

daha diger yaglara oranla daha uzundur.
e Kullanildig: {iriinlerin raf 6mriinii arttirarak ekonomik deger kaybini onler.
e Zeytinyagi gibi daha dogal bir koku ve aromaya sahiptir.

e Linoleik asit igerikli yaga oranla optimal kizartma ve pisirme performansi
gosterir.  Kullanimda tortu ve yanma durumu daha az oldugu i¢in yagin

degistirilme araligini uzatir.
e Hidrojenasyona ihtiyaci yoktur, trans yag endiselerini ortadan kaldirir.

e Zeytinyagindan daha fazla tekli doymus yag icerigine sahiptir ve saglik otoriteleri

tarafindan diyetlerde tavsiye edilir. Onemli kolesterol-diisiiriicii etkiye sahiptir.
e Dogal bir iirlindiir, transjenik (genleri modifiye edilmis) bir liriin degildir.

e Fiyati linoleik asit igerikli yaglara oranla daha ytiksektir.

Santalla ve Mascheroni yaptig1 calismada yiiksek oleik asit igerigine sahip aygiceginin
tane yapisinin ve yag asitleri haricinde, diger kalite 6zelliklerinin, standart linoleik asit
igeren aygicegine benzedigini saptamislardir (Santalla vd, 2003). Genel olarak kizartma
yag1 olarak kullanilacak bitkisel yaglar, oleik asit igerigi zengin olan yaglardir. Bu amagla
en fazla zeytinyagi, kanola yagi, yerfistig1 yagi ve oleik asidi yliksek ay¢icegi yagi
kullanilmaktadir. Ozellikle patates jipsi ve pomfirit iiretiminde kizartma yag1 olarak bu
yaglar kullanilmaktadir. Oleik asidi yiiksek olan yaglarin tutusma sicakliklarinin ¢ok
yiikksek olmasit ve kizartma kazanlarimin dibinde c¢ok az yanik tortusu birakmalar
sebebiyle kizartma kaliteleri ¢ok daha yliksektir. Salata i¢in daha ¢ok omega yag

asitlerince zengin olan ve vinterize edilmis olan yaglar tercih edilir (Kaya, 2016).



Roche, oleik asitli yagin ¢ok daha saglikli oldugu icin diyetlerde zeytinyaginin
kullanilmasini 6nermis, bununla beraber yiiksek oleik asit igerikli aycicegi yaginin da

oleik asit¢e zengin bir kaynak oldugu i¢in diyetlerde ¢ok énemli oldugunu savunmustur
(Roche, 2001).

Oleik asit icerigi yliksek aycicegi icesitlerinin tavuk beslemesinde rasyonlara
katildiginda piliglerin yag oranimi azalttigi ve et kalitesini arttigi saptanmistir(Ortiz vd,
2006). Baska bir arastirmada ise yiiksek ve orta oleik asit igeren aygicegi yaginin
kullaniminin insanlarda kollestirol riskini azalttig1, kalp ve damarlarda yag birikmesinin

Oniine gectigini bellirtmislerdir (Nicolosi vd, 2004).

Oleik asidi yiiksek aygiceginin gerek biyodizel, gerekse lubrikant (makine ve motor
yag1) olarak kullanma potansiyeli, diger yagl tohumlara gore daha fazladir. Yiiksek oleik
asit iceren yaglarin kullanimi1 daha stabil olmalar1 ve uygun oksidatif 6zellikleri sebebiyle
Avrupa da giderek artmaktadir (Vannozzi, 2006). Avrupa da olusan bu yiiksek egilimin
yaninda, yiiksek oleik tipe olan yonelme, Giiney Afrika’da aycigceginde gelecekte her bir
isyeri icin 100 da aygigceginden iiretilen biyodizel tiiketimi, kimya sektoriindeki
(oleochemistry) her iki isyeri icin de 100 da aycicegi alanindan hammadde temini

saglayacak sekilde liretim planlamasina yer verilmistir.

Yag bitkilerindeki yag asitlerinin igerigi sabit degildir, yag asitlerinin sentezi genetik,
ekolojik, morfolojik, fizyolojik ve kiiltiirel uygulamalara bagl olarak degistigi yiiriitiilen
caligmalarda bildirilmistir (Baydar, 2007; Baydar vd, 1999; Karaca vd, 2007). Tiirkiye’
de iiretilen bazi aycicegi ¢esitlerinde biiylime kosullarinin yag asidi kompozisyonlarini

onemli derecede etkiledigi saptanmistir (Alpaslan vd, 2000).

Aycicegi tohumundaki yag icerigi c¢alismasinda, tohumun olgunlasma siiresi
bazalindiginda yag asitlerinin tohumun olgunlagma doneminde gidildikge oleik asit
yiiksek durumundan olgunlagsmaya dogru linoleik i¢erigi yiiksek konumuna gegmektedir.
Steraik ve palmitik asidin ise yillardan yillara degisiklik gdsterdigi ancak olgunlasma
donemiyle bi ilgisi olmadig1 sonucuna varmiglardir (Baydar vd, 2005). E vitamini yani
tokoferol oraninin ise ¢iceklenmeden sonraki 10. giinden itibaren 35. giine kadar azalis
gosterdigi daha sonra da artis gosterdigini saptamislardir. Aycicegi taplasinin digindan
ice dogru inildik¢e tohumlardaki linoleik asit igerigi azalmis, E vitamini igerigi ise

artmistir. Yani en distaki tohumlarda E vitamini igerigi fazladir.



1.4.2.1. Oleik Asidin Insan Saghg A¢isindan Onemi

Temel gida bilesenlerinin basinda gelen yaglar, sadece yiiksek enerji kaynagi olmakla
kalmayip, yagda ¢oziinen vitaminleri igerdikleri (A,D,E,K), proteinler ile birleserek
lipoproteinleri olusturulmalar1 ve saglik iizerindeki etkileri sebebiyle olduk¢a 6nemlidir
(Algicek, 2010) .Yaglarin fiziksel ve kimyasal 6zelliklerini, yagin cogunlugunu olusturan

yag asitlerinin oranlar1 ve icerikleri belirlemektedir (Karaca vd., 2007).

Genel olarak bitkisel yaglarin yag asitleri igerigi besin degeri ve kalite 6zelliklerine
dogrudan etkilidir (Zheljazkov vd, 2011). Insan vicudundan en ¢ok bulunan yag asidi
oleik asittir. Insanda bulunan yag asitlerinin yarisin1 olusturur (Blake, 2010). Bilesiminde
yiiksek oleik asit i¢erigi olan yaglarin insan sagligi bakimindan bir¢ok faydidir. Bu yaglar
arteriosklerozise (damar sertligine) yol agmadiklar1 gibi kanda HDL (iyi huylu kolesterol)

yapisina girerek mevcut arteriosklerozisi geriletmektedir (Morlok, 2010).

Yapilan in vitro ve in vivo g¢alismalarda oleik asidin kanser iizerine etkisi
incelenmis ve gogiis, kolorektal ve prostat kanseri olusum riskini azalttig:
saptanmistir. Oleik ve linoleik asit miktar1 yagin 6nemli kalite 6zelliklerinden
olan oksidatif stabiliteyi de etkilemektedir. Saglik, beslenme ve yag kalitesi agisindan
yararlarinin anlasilmasindan sonra son yillarda yiiksek oleik asit i¢erikli bitkisel
yaglarin liretimi ve tiikketimi 6ncelikli tercih haline gelmistir (Lopez-Miranda vd,
2010).

Bitkisel yenebilir yaglarin kalitesi igerdigi oleik, linoleik, linolenik yag asitlerinin
oranlartyla ilgilidir (Mohsennia vd, 2012). Oleik asit igerigi yiiksek olan yaglarin raf
Omriiniin daha uzun oldugu yapilan arastirmalarda ortaya konmustur. Oleik asit icerigi
yiiksek yaglar yiiksek sicakliklarda linoleik yaga oranla daha yiiksek stabilite gosterdigi
icin daha ¢ok tercih edilmektedir (Barkley vd, 2011; Petros vd, 2009).

Bu ylizden son yillarda yaglarin oksidasyon ve termal kararliliklarini artirmak igin
linoleik asit miktar1 azaltilmis, oleik asit miktar1 artirilmis yaglarin piyasada yer almasi

saglanmistir (Salem vd, 2012).

Yag bitkilerindeki yag asitleri kompozisyonu degiskendir. Biyotik ve abiyotik
kosullardan ¢ok c¢abuk etkilenmektedir. Bu sebeple bitkisel yaglarda yag asit



kompzisyonlarinin hangi kosillarda nasil bir oranda olusacaginin bilinmesi yag kalitesi

bakimindan olduk¢a 6nemlidir (Karaca, 2012).
1.4.2.2. Oleik Asidin Endistiiriel Alanda Kullanim

Oleik asidin bagka bir ismi de Oktadekanoik asittir. Yag esterleri gurubuna mensuptur
ve en Onemli endiistirel kullanimi olan yaglardandir. Sabun ve deterjan sanayiinde
kullanilan en onemli yag asidindendir. Sabunlasmay1 basitge anlaticak olursak yag
asidinin kostikle sabunlasmasi ve tuzla ¢okeltilip elde edilmesi olarak indrgeyebiliriz.

Oleik asit + NaOH > sodyum oleat (sabun) + gliserol
Oleik asit sadece sabun yapiminda olamayip su alanlarda da kullanilir;

e C(ila iiretiminde

e Deri sanainde, deri tabaklama islemi sirasinda
e Tekstil sanainde

e Seramik endistiirisinde

o Kagit endistiirisinde

e Miirekkep endistiirisinde ve bir¢ok farkli alanda ¢ok 6nemli bir yag asididir.

1.5. Cevresel Faktorlerin Yag Oram ve Kompozisyonuna Etkisi

Yaglh tohumlarin yetistirilmesi sirasinda ¢evre faktorlerinden biri olan sicaklik
faktoriiniin yag asitleri (6zellikle oleik ve linoleik asit) oranin etkiledigine dair
bir¢ok arastirma yapilmistir. Aygigcegi bitkisinin yetistirilmesi sirasinda ¢evre
etkisinin ay¢icegi yagi kompozisyonu iizerine etkisini inceledikleri ¢alismada,
soguk iklimde yetistirilen aycicegindeki linoleik asit oraninin %70’lere ¢iktigini,
iliman ve sicak iklimlerde yetistirilen ay¢iceginde ise bu oranin %30’lara kadar
indigini saptamislardir. Ayrica ayci¢egi tohumunun yetistirilmesi sirasinda
sicakligin 1°C artis1 ile oleik asit miktarinin %2 oraninda arttigini
belirlemislerdir (Demurin vd, 2000). Aygigcegi ve soya tohumlarinin
yetistirilmesi sirasinda, sicaklik ve CO2 etkisinin arastirildig: iki ayri1 ¢galismada
sicaklik artisinin oleik asit miktarlarimi arttirdigi, linoleik asit oranlarini ise

azalttig1 belirtilmistir (DaMatta vd, 2010; Kaya Y. vd, 2012).
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Yiiksek oleik asit igeren aygicegi yaginin yliksek sicakliklarda stabilitesini
artiran en Onemli etken igerdigi tokoferollerdir . (Tarrago-Trani vd,
2006) Tokoferollerinigerigini genotip ve ¢evre sartlar etkilemektedir (Zheljazkov
vd., 2011). Tokoferollerin toplam tokoferollerin %95’ini olusturdugunu belirtmistir.
Ancak gama tokoferol iceren yiiksek oleik asitli ay¢icegi yagi alfa tokoferol
iceren yiiksek oleik asitli aygicegi yagindan 180°C’de daha fazla aktivite
gOstermistir (Warner vd, 2009).

1.6. Molekiiler Markirlar ve MAS’1n Avantajlar

Molekiiler markilar genom ic¢indeki bir veya birden fazla DNA bolgesindeki
farklihig1 ortaya koyar. Bu farklar eklemeler, silmeler, yerdegistirmeler,
duplikasyonlar gibi olaylardan meydana gelebilir. DNA tabanli bu molekiiler
markirlar fizyoloji, genetik miithendisligi, taksonomi, haritalama gibi bir¢ok farkli
alanda kullanilmaktadir. Polimer zincir reaksiyonun (PCR) bulunmasindan sonra
DNA markirlar1 kullanrak gen etiketleme, genetik haritalama, tarimsal olarak
6nemli genlerin saptanmasi, genetik ¢esitliligi belirleme ¢aligmalarinda,
filogenetik analizlerde ve markir yardimi ile seleksiyon (MAS) ¢alismalarinda
kolaylik saglamistir. Aycicegi 1slahinda, yag icerigi ve orani, hastalik ve zararl
dayanimi, herbisit dayanimi gibi 6nemli agronomik o6zellikler bakimindan
aycicegi 1slahinda istenilen karaktere sahip genotiplerin elde edilmesinde,

molekiiler markir yaygin olarak kullanilmaktadir.

MAS amagli kullanilan DNA tabanli markilar ¢evresel faktorlerden etiklenmez
ve her kosulda stabil olup, dokunun nerden alindig1 veya yasam donemine gore
farklilik gostermez. Epistatik ve pleietropik etkilere hassas olmayip, dominant
veya kodominant &zellikte olabilirler. Ayrica kalitimlari basit ilkelere
dayanmaktadir. Ozellikle ¢evre kosullarindan ¢ok etkilenen ya da fenotipik
olarak gozlenmesi gii¢ karakterlerin seleksiyonunu Onemli dSlgilide
kolaylastirmaktadir. Ayrica farkli karakterdeki genlerin bir bitkiye es zamanlh
olarak aktarilmasinda, gen pramitlemesinde, resesif gen seleksiyonu gibi
durumlarda da kullanilmaktadir. Cesit belirleme ¢alismalarinda olduk¢a 6nemli

durumdadar.
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1.6.1. Ulkemizdeki Islah Programlarinda Molekiiler Markirlara
Duyulan Ihtiyac

Ulkemizin baslica ekonomi kaynaklarindan biri olan tarimin, tohumluk ihtiyacinin
Ozellikle sebze ve hibrit tohumluk tliretiminde disa bagimliligini kaldirmak igin 1slah
caligmalar1 yapilmaktadir. Ancak bu 1slah ¢alismalar1 klasik yontemler uygulandiginda
uzun yillar siirmekte ve wuzun yillar slirmesine ragmen efektif bir sonuca
vartlamamaktadir. Gerek 1slah edilecek bitkilerin seleksiyonu, gerekse 1slahta
kullanilacak ara 1slah materyalinin olusturulmasinda molekiiler markir destekli
seleksiyon uygulanmali ve {ilkemizin kendi g¢esitlerini iiretebilir konuma gelmesi
saglanmalidir. Tarimsal biyoteknoloji kullanilarak g¢esit gelistirme galismalari iilkemizde
de baslanmis ancak gerekli seviyeye ulasamamustir. Ulkemizdeki 1slahgilarin
yurtdisindaki uzun yillar bitkisel 1slah ¢alismalar1 yapan 6zel sektor veya devletler ile
yarigabilir konuma gelmesi i¢in zaman, isgiicii ve seleksiyonda yiiksek oranda basari
saglayan molekiiler markir destekli seleksiyon konusunda egitim ve proje destekleri

arttirilmadir (Kaya, 2014).

1.7. Yiiksek Oleik Asit Geni ve Kalitin

Normal tip aycicegi %70 ve iizerinde linoleik yag asidi igerir. Ancak Soldatov
(Soldatov, 1976) 1976 da yaptig1 arastirmada VNIMK 8931 ¢esidine %0,5 oraninda Etil
Metan Siilfonat (EMS) uygulamasi ile M3 generasyonunda %70’in {izerinde oleik asit
iceren bireyler saptamistir. 1976’da bu bitkilerin i¢inden %80-90 oraninda oleik asit
iceren bireyleri toplamis ve bunlara pervenentler adim1 vermistir. Bu pervenetler
¢esidinden birgok ¢esit gelistirilmistir (Andrich vd, 1992). Suanda piyasada olan tim

yiiksek oleik ve orta oleik ¢esitlerin kdkeni perventlere dayanir.

Ol geni kimyasal yolla elde edilmis tam dominant olmayan bir mutasyondur. Oleik asidi
bliylik miktarda arttirir. Bunu tohuma 06zgii olan oeoyl-fosfatidil kolin desaturazin
(FAD2-1) expresiyonunun azaltilmasiyla iliskilendirilir. FAD2-1 yiiksek oleik igeren
mutant 1rklarda duplike olmustur ve Ol ile birlikte dollere aktarilir. Oleik tip aygicegi 3
siifa ayrilmistir bunlar; diisiik oleik asit(%10-29), orta oleik asit(%30-59), yiiksek oleik
asit (%60-90) olarak siniflandirilmistir(Pacureanu-Joita vd, 2005).
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FAD2 geni oleik asitten linoleik asit sentezinden sorumludur. U¢ FAD2 geni (FAD2-1,
FAD2-2, FAD2-3) aygiceginde bulunmustur. FAD2-1 tohuma ozeldir ve gelisen
tohumlarda ¢ok miktarda goriilebilir ancak FAD2-2 ve FAD2-3 gelisen tohumlarda az
miktarda goriiliir. FAD2 geni gelisen tohumda yliksek miktarda bulunan oleik asidi
linoleik aside gevirerek oleik asit miktarinin azaltilmasinda gorevlidir. Ancak duplike
olan FAD2 gen bdlgesi oleik asidi linoleik aside g¢eviremez ve yiiksek oleik asit iceren

bitkler meydana gelir. (Martinez-Rivas vd, 2001).

Hem standart hem de oleik genotiplerde FAD2-1 dizisini i¢erir. Bununla birlikte yiiksek
oleik genotiplerde ise ortak FAD2-1 dizisini ve kesilmis FAD2-1 dizisini ayiran
intergenik bolge (IGR) FAD2-1D olarak adlandirlan ¢ogaltilan diziyi olusturan inton ve
egzonlardir. Bu FAD2-1 dublikasyonu Ol mutasyonu olarak adlandirilmistir (Schuppert
vd, 2006).

Yiiksek oleik asit igeren pervenentlerin kimyasal mutasyon ile bulunmasinin ardindan
yiiksek oleik asit karakterli bir¢ok ¢esit gelistirildi (Soldatov, 1976). Bukadar ¢ok ¢esit
gelistirme calismalarina ragmen oleik asit karakterinin aktarilmasinda hala yaygin olarak
pervenentler kullanilmaktadir (Alberio vd, 2016; Andrich vd., 1992; Cveji¢ vd, 2016;
Fernandez-Martinez vd, 1989; Leon vd, 2011; Osorio vd, 1995; Skori¢, 2007).

Ferfuia ve Vanozzi, 2015 yilinda yaptigi calismada yiiksek oleik kalitiminin en az 3 gen
bolgesinden etkilendigini ve yiilsek oleik asit kalitimi {izerinde 6nemli bir maternal etki
biraktiklarint savunmugtur (Ferfuia vd, 2015). Aymi zamanda yiiksek oleik asit
karakterinin ¢ok karmasik oldugu i¢in oleik asidi kontrol eden genetik sistemin daha iyi
anlagilabilmesi i¢in farkli aygigcegi genotiplerinde ve farkl yetistirme kosullarinda daha

ileri testler ile incelenmesi gerektigini savunmuslardir.

Molekiiler seviyede bakildiginda pervenentlerdeki oleik asit karakterinin FAD2-1
geninin susturulmasina neden olan FAD2-1 allelerinin ¢ogaltilmasindan kaynaklandigini
savunmuslardir (Lacombe vd, 2001). Bu nedenle hem standart hemde yiiksek oleik asit
iceren genotipler FAD2-1 alleleri igerir. Bununla beraber yiiksek oleik asit iceren
genotipte ortak FAD2-1 dizilimini ve FAD2-1D (Lacombe vd., 2001) olarak adlandirilan
cogaltilmig diziyi olusturan kesilmis intron ve egzon bolgesini ayiran intergenik bdlgenin

(IGR) bir eklemesi vardir. Bu FAD2-1 ¢ogaltiimasi: Ol mutasyonu olarak adlandirilir.
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1.7.1. Yiiksek oleik Karakteri Icin Markir Calismalar

Hem standart hem de oleik genotiplerde FAD2-1 dizisini igerir. Ancak oleik
genotiplerde ise ortak FAD2-1 dizisini ve FAD2-1 dizisini ayiran intergenik bolge (IGR)
FAD2-1D olarak adlandirlan ¢ogaltilan diziyi olusturan inton ve egzonlar vardir. Bu

FAD2-1 dublikasyonu ol mutasyonu olarak adlandirilmistir (Schuppert vd., 2006).

2017 yilinda Ol mutasyonun FAD2-1 gen bdlgesinin susturulmasiyla meydana
geldigini savunmus ve bu konu hakkinda N1-F3/N1-3R INDEL markirini oleik,
mid oleik ve linoleik ¢esitlerde ¢alismis ve bu markirin oleik asidi selekte
edebilen bir DNA fragmenti olusturdugu sonucuna varmistir (Tilak vd, 2017).

2008 yilinda oleik asit 6zelligini saptamak amaciyla 37 SSR markir1 taramis ve
10 tanesinin oleik asit karakterini segebilen selektif bir DNA fragmenti

olusturdugu sonucunu bildirmistir (Ebrahimi vd, 2008).

2017 yilinda daha 6nce kullandig1 ve selektif bir bant verebilen F4-R1 INDEL
markirmi1 F2 generasyonunda c¢alismaya devam etmis ve F4-R1 markirmin
kullaniminin oleik asit karakterini segebilen selektif bir DNA bant profili

olusturdugunu bildirmistir (Dimitrijevi¢ vd, 2017).

2016 yilinda yaptig1 calismada yiiksek olik ve linoleik karakterdeki bitkiyi ayirabilen
markir belirledigini bildirmistir. Yiiksek oleik asit i¢eren bitkinin Ol gen bolgesinde 16
TTA niikleotit tekrar1 oldugunu, linoleik asit igeren bitkide ise 17 TTA niikleotit tekrar1
oldugunu bildirmistir (Bilgen vd, 2016).

Farkli arastirmacilar ay¢iceginde yiiksek oleik asit markirni saptamak ig¢in
calismislardir. Ancak elde edilen yontemler ve sonuglara bakildiginda farkli genotiplerde
farkli sonuclar elde edildigi ve daha fazla dogrulama i¢in genetik popiilasyonun
genislenilerek taranmasi gerektigini savunmuslardir.(Nagarathna vd, 2011),(Dimitrijevi¢
vd., 2017; Singchai vd, 2013).
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BOLUM 2

2. MATERYAL ve YONTEM

2.1. Bitki Materyali

Tez ¢alismasina Trakya Tarimsal Arastirma Enstitlisiince ortak gelistirilen ebeveyne
anne hatt1 yiiksek oleik asit karaktere sahip baba hatt1 linoleik karaktere sahip aycicegi
hatlarinin melezlenmesi ile elde edilmis F3 kademesindeki 40 adet bitki kullanilmustir.
Ayrica kullanilacak markirlarin  piyasadaki yiiksek oleik, orta oleik ve linoleik
karakterdeki bireyleri selekte edebilme kabiliyetini saptamak i¢in, piyasadaki ¢esitlerden
yiiksek oleik, orta oleik ve linoleik karakterdeki 55 adet tescilli ¢esitler de yapilan

calismaya ilave edilmistir.

F3 kademedeki tohumlar ve kullanilcak cesitler tarlaya ekilmistir ve Sekil 2.1. de
gosterildigi gibi 3-4 yaprakli donemde iken etiketleme yapilip 2 ml lik tiiplere 200 mg
olacak sekilde yaprak 6rnegi alinmis ve bu ornekler etiketleme yapilip hizlica -20’ye
alinmigstir. Ayrica etiketleme yapilmis bireyler disardan toz almamasi ve etkilenmemesi
icin ¢igceklenmeden 6nce aygicegi kafalarina bez torba gegirerek kendine déllenmesi

saglanmustir. (Sekil 2.1.)

15



Sekil 2.1. Etiketleme ve polen izolasyonu

2.2. Yag Asidi Analizleri

Tez de kullanilan tiim bitki materyalinde MAS sonuglarinin dogrulugunun
karsilastirilabilir olmasi icin yag analizi yapilmistir. Yag analizi, Trakya Universitesi
Miihendislik Fakiiltesi Gida Miihendisligi Boliimii labaratuvarinda bulunan Agilent 6850
marka gaz kromotografi cihazinda HT-88 tipi kolon kullanilarak gergeklestirilmistir.
Boylece kullanilan bitki materyalinin oleik, linoleik, steraik ve palmitik olmak tizere 4

yag asidi acisindan igerigi saptanmustir (Sekil 2.2.).

Yag asidi analizleri i¢in daha once Ornek alininan ve polen izolasyanu yapilan
bitkilerden 5 er gr tohum alinarak sekil 2.2.’da gosterildigi gibi hidrolik destekli soguk

preste yag: ¢cikarilmastir.

Yagi cikarillan orneklerden 2 damla yag 13ml’lik siseye koyulmus ve lizerine 10 ml
methanol ve 0,5 ml (2 mol) metanollii KOH ilave edilmistir. Daha sonra 2-3 dk vorteksi
ile iyice karistirildiktan sonra en az 1 saat olmak {izere oda sicakliginda inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon sonras tiiplerin iist tarafindan yavasca ve dikkatlice 2 ml yag alinip 2ml’lik
GC igin 6zel tiiplere alinmistir ve ardindan GC cihazina yerlestirilerek 6l¢tim yapilmistir
(Sekil 2.2.).
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Sekil 2.2. Yag cikarilma ve analiz islemleri
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2.3.Molekiiler Analizler

Tez ¢alismasi kapsaminda yapilan molekiiler analizler Trakya Universitesi Mithendislik
Fakiiltesindeki Genetik ve Biyomiihendislik Boliimiiniin Biyoteknoloji Labaravuvarinda
gerceklestirilmistir (Sekil 2.3.).

Sekil 2.3. Trakya Universitesi ~Miihendislik  Fakiiltesi ~Genetik ve
Biyomiihendislik Boliimii Biyoteknoloji Laboratuvar:

2.3.1. DNA Izolasyonu
Soguk preste yagi ¢ikarildiktan sonra GC’de yag analizi yapilan materyallerin ilk
yapraklarindan, 6rnek bagma 150-200 mg bitki dokusu 2ml’lik tiiplerin igerisine
almmustir. Ornekler tiiplere alindiktan sonra -196°C’lik s1v1 azot igerisinde dondurulmus

ve ardindan -20°C’de DNA izolasyon islemine kadar muhafaza edilmistir.

Yaprak orneklerinin DNA’lar1 asagida detaylar1 verilen Doyle&Doyle’un(Imerovski
vd, 2014) CTAB yontemleri modifiye edilerek izole edilmistir (Sekil 2.4.).

1) Daha 6nceden 2 ml lik tiipler i¢ine alinmis 200 mg lik 6rnekler -20°C den ¢ikarilip
siv1 azot i¢ine daldirilmistir ve bu sayede dokularin iyice donmasi saglanmastir.

Daha sonra tiipler 10mg PVP ve 2 adet metal bilya ilave edilip doku pargalayict
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2)

3)

4)

5)

6)

7)
8)

9)

(RETSCH MM400) de 90 sn, 30 devir/sn pargalanmistir. Islem iki kez
tekrarlanmigtir.

Pargalanan dokular tizerine; 750ul 65 °C ye 1sitilmis ve kullanim 6ncesi %0,02 -
mercaptoethanol ilave edilen CTAB soliisyonu (%2 CTAB, 20mM EDTA,
100mM Tris, 1,4M NacCl, pH:8,1) eklenmistir.

CTAB soliisyonu eklenen 6rnekler 65 °C de 25 dk 500 devir 1siticili calkalayicida
inkiibe edilmistir.

Inkiibasyon sonrasi Ornekler oda sicakligina sogulup iizerine 750 p 1
fenol:kloroform:izoamilalkol (25:24:1) ilave edilerek ve 20-25 defa ters-yiiz
edilerek karistirtlmistir.

Ornekler 13000rpm’de ve oda sicakliginda olacak sekilde 15 dakika santrifiij
edilmistir.

Santrifiijden sonra olusan iist faz (slipernatant) yeni 1,5ml’lik tiiplere alinmis ve
tizerine oda sicakliginda 750 pl kloroform ilave edilmis ve iyice ters-yiiz edilerek
karigtirilmastir.

Iyice karistirilan &rnekler 13000 rpm de 15 dk santriifiij edilir.

Santrifiij sonrasi olusan st faz tekrar yeni 1,5ml’lik tiiplere alinmig ve alinan
hacmin 0,5 kat1 oda sicakliginda SM NacCl ve 2 kat1 -20°C’de sogutulmus %99,8
Etanol ilave edilerek 5-10 defa ters-diiz edilmistir.

Ters-yiiz edilen 6rnekler 4 °C de 15-20 dk inkiibe edilmistir.

10) Ornekler sogutmali santrifiijde 13000rpm’de +4°C’de 10 dakika santrifiij edilerek

DNA pelletlerinin dibe ¢okmesi saglanmistir.

11) Santrifiij sonrasi iist sivi atilmis ve 1ml %75 etanol ilave edilerek pelletlerin

serbest hale ge¢meleri saglanmistir.

12) Daha sonra 13000rpm de 5 dk santrifiij yapilmig ve iist siv1 tekrar atilarak DNA

pelletleri kurumaya birakilmistir.

13) Kurutulan pelletlere 200ul TE Buffer (10mM Tris, ImM EDTA, pH:8) eklenmis

ve pelletlerin ¢oziinmeleri saglanmistir.

14) Orneklere 2’ser ul RNase A (10mg/ml) ilave edilmis 37°C’de 30 dakika

RNA’larin  yikilmasi saglanmis ve ardindan 65°C’de 10 dakika enzim

inaktivasyonu i¢in bekletilmistir.
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15) inkiibasyon sonrasi orneklerin iizerine 300 pl TE ilave dilerek 500 upl ye
tammalanmaistir.

16) Orneklerin iizerine 500ul fenol:kloroform:izoamilalkol ilave edilerek 10-15 defa
ters-diiz edilerek iyice karigmasi saglanmaistir.

17) 13000rpm’de 15 dakika santrifiij edililmistir.

18) Santiifiij sonrasi list faz yeni tiiplere alinir ve 1/10 hacim Na-asetat (3M pH:4,8)
ve 2 hacim (-20°C’de %99,8) luk ethanol ilave edilir ve iyice ters-yiiz edilerek
karigmasi saglanmustir.

19) Ornekler -20°C’de 1 saat beklemeye birakilmistir..

20) +4°C’ye ayarlanmis sogutmali santrifiijjde 13000rpm’de 15 dakika santrifiij
edilmistir.

21) Ust s1v1 atilmis ve 1ml -20°C’de sogutulmus %70 Etanol ilave edilerek pelletlerin
serbet hale gegmesi saglanmustir.

22) Ornekler +4°C de 13000rpm’de 5 dakika santrifiij edilmistir.

23) Ust s1v1 atilarak pelletlerin kurutulmasi saglanmistir.

24) Kurutulan pelletlere 200ul TE ilave edilerek ¢oziindiiriilmiistiir.

Miktar ve kalite tayini yapildiktan sonra DNA ana stoklar1 olarak, sulandirma islemine
kadar +4 °C’ye, sulandirma isleminden sonra uzun siireli muhafaza igin -20°C’ye

kaldirilmigtir.
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Sekil 2.4. Yaprak dokusundan genomik DNA izolasyonu

2.3.2. DNA Miktar ve Kalite Tayini

DNA miktar 8l¢iimii igin OPTIZEN NanoQ Spektrofotometresi kullanilmis 6rneklerin
DNA miktar1 ng/ul cinsinden kayda alinmistir.

DNA Kkalitesini ve DNA kiriklart olup olmadigin1 saptayabilmek igin agoroz jel
elektroforezi yapilmmistir. Bunun igin 6rnek basina 800ng DNA %0,8 konsantrasyonlu,
EtBr (30 ul/L) (Etidyum bromiir) iceren jele yiiklenmis ve 120V 80mA akimda 1 saat
yiriitilmiistir. Elektroforezin ardindan jel goriintiileme cihazinda UV 1s1ik altinda

orneklerin DNA kalitesine bakilmistir.

2.3.3. Kullanilan Molekiiler Markirlar

Yapilan ¢alismada 3’ii SSR, 6’s1 INDEL olmak iizere 9 markir kullanilmistir. (Tablo
2.1)
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Tablo 2.2.1.

Kullanilan primerler

Primer Forward 5’ - 3’ Sekans (dizi) Rewers 5’ - 3’ Sekans (dizi)
ORS832 GTGACATTTTCGGACATCAT | TCTCTCTATAACACTCGCTCACA
TATT CA
ORS1180 | TGTCACAACATGGAGCCCTA | AATTGACTTGTGTTGCCTTCTGT
C
N1-1F TTGGAGTTCGGTTTATTTAT | TTAGTAAACGAGCCTGAAC
N1-3F(HO | GAGAAGAGGGAGGTGTGAA
spesifik) G
N2-1R (HO AGCGGTTATGGTGAGGTCAG
spesifik)
HO.F3 GGAGCAAGATGATGAAGGG
AAAGGAG
HO.F4 GTAACGTCTGCGCGCTTGCA
GACATCA
HO.R1 GGTTTTGCATGAGGGACTCGATC
GAGTG
HO.R2 CCGATGTCGGACATGACTATC
HO.R3 CCAGAACCAGGACAACAGCCAT
TGTC
HO.R4 TCAGGTCAAAACGAGCTGTG
HO.R9 GTTTTCCGTCATTGGTTATGG
i. PCR

Her 6rnek i¢in son reaksiyon hacmi 20 pl olacak sekilde PCR bilesenleri hazilanmis ve

PCR yapilmistir. Hazirlanan PCR karigiminin igerik ve oranlar1 Tablo 2.2.” da verilmistir.
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Tablo 2.2.2. PCR karisiminda yer alan bilesenler ve konsantrasyonlari

Stok Miktar(20 pl) Final
Konstantrasyon

MgCl> 25mM 1,6 ul 2mM
Buffer 10x 2 ul 1x
Taq DNA polimeraz | 5u/ ul 0,2 ul lu/ wl
dNTPmix 2,5mM 1,6 ul 0,2mM
DNA 30ng/ pl 3ul 90ng/ pl
Primer Forward 10mM 1 ul 10 pmol
Primer Reverse 10mM 1 ul 10 pmol
BSA 1mg/ml 2ul
H20 7,6 ul

Sekil 2.5. Calismalarda kullanilan PCR cihazi
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ii. (N1-3F)/(N2-1R) Markir1 icin PCR Kosullar

(N1-3F)/(N2-1R) markiri ile yapilan PCR igin optimize edilen sicaklik kosullar1 Tablo
2.3.’de sunulmustur.

Tablo 2.2.3.  (N1-3F)/(N2-1R) Markir1 PCR kosullar

Basamak Sicaklik (°C) Siire Dongii (Cycle)
1 94 5 dk 1

2 94 1dk

3 50 1dk 35

4 72 1dk

5 72 10 dk 1

iii. SSR (N1-1F)/(N1-1R) Markiri i¢in Kullanilan PCR Kosullar

(N1-1F)/(N1-1R) markiri ile yapilan PCR i¢in optimize edilen sicaklik kosullart Tablo
2.4.°de sunulmustur.

Tablo 2.2.4.  SSR (N1-1F)/(N1-1R) markiri i¢cin kullanilan PCR kosullar

Basamak Sicaklik (°C) Siire Dongii (Cycle)
1 94 5 dk 1

2 94 1 dk

3 48 1dk 35

4 72 1dk

5 72 10 dk 1

iv. SSR Markir1 (ORS1180) I¢in Kullamlan PCR Kosullar

SSR ORS1180 markir ile yapilan PCR i¢in optimize edilen sicaklik kosullar1 Tablo
2.5.”de sunulmustur.
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Tablo 2.2.5.

SSR markir1 (ORS1180) i¢in kullanilan PCR kosullar:

Basamak Sicaklik (°C) Siire Dongii (Cycle)
1 95 3dk 1

2 94 30 sn

3 57 1dk 8 (Her dongiide
4 72 1 dk -1°C)

5 94 30 sn

6 53 1dk 30

7 72 1dk

8 72 10 dk 1

v. Diger Primerler Icin Kullamlan Ortak PCR Sicakhiklar

Kullanilan diger primerler optimizasyon ¢alismlari sonucunda ortak sicaklik deger ve

dongiilerin kullanilan bu primerlerde efektif sekilde ¢alistig1 saptanmistir. Bu degerler

Tablo 2.6.’da sunulmustur.

Tablo 2.6. Diger primerler icin kullanilan ortak PCR sicakliklari
Basamak Sicaklik (°C) Siire Dongii (Cycle)
1 94 4 dk 1
2 94 20 sn
3 60 45 dk 11
4 68 3,5 dk
5 94 20 sn
6 60 45 sn 24 tekrar (her tekrarda
7 68 3,5 dk 68 °C ye +10 sn)
8 68 20 dk 1
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BOLUM 3

3.BULGULAR

3.1. Markir Analizleri

Tez ¢alismasinda uygulanan her bir markir i¢in elde edilen PCR iiriinleri %2’lik agaroz
jelde ve elektroforez cihazinda 120volt 50ma akimda 60-90 dk yiiriitiilerek goriintiileme
alimmustir. Elde edilen polimorfik bant profilleri GC’den elde edilen yag asidi sonuglari

ile karsilastirilarak degerlendirlimistir. Tez ¢alismasinda kullanilan 3 SSR ve 6 INDEL

markirt PCR yapilmis ve sonuglar1 degerlendilirmistir.

Tablo 3.1 Orneklerin Yag Asidi Icerikleriyle Markirlarin Karisilastiriimasi

. Yag Asidi FA/R1 F4/R2 F4/R3

Ornek Ad1 Icerigi Markin Markiri Markiri
F3-1 orta oleik 663 1259 1782
F3-2 orta oleik 663 1259 1782
F3-3 orta oleik 663 1259 1782
F3-4 orta oleik 663 1259 1782
F3-5 | disikoleik | ENGOSNNN 250N 782
F3-6 yliksek oleik 663 1259 1782
F3-7 orta oleik 663 1259 1782
F3-8 orta oleik 663 1259 1782
F3-9 diistik oleik bant yok bant yok bant yok
F3-10 diisiik oleik bant yok bant yok bant yok
F3-11 yiiksek oleik 663 1259 1782
F3-12 orta oleik 663 1259 1782
F3-13 diisiik oleik bant yok bant yok bant yok
F3-14 orta oleik 663 1259 1782
F3-15 orta oleik 663 1259 1782
F3-16 orta oleik
F3-17 orta oleik 663 1259 1782
F3-18 orta oleik 663 1259 1782
F3-19 orta oleik 663 1259 1782
F3-20 orta oleik 663 | bantyok | bantyok |
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F3-21 diistik oleik bant yok bant yok bant yok
F3-22 orta oleik 663 1259 1782
F3-23 yiiksek oleik 663 1259 1782
F3-24 orta oleik 663 1259 1782
F3-25 orta oleik 663
F3-26 diistik oleik bant yok bant yok
F3-27 orta oleik 1259 1782
F3-28 diistik oleik bant yok bant yok
F3-29 orta oleik 663
F3-30 orta oleik 663
F3-31 orta oleik 663 1259 1782
F3-32 orta oleik 663 1259 1782
F3-33 orta oleik 663 1259 1782
F3-34 yiiksek oleik 663 1259 1782
F3-35 yiiksek oleik 663 1259 1782
F3-36 orta oleik 663 1259 1782
F3-37 | disiik oleik |ENGOSIMINRE250 i E7E2
F3-38 diistik oleik bant yok bant yok bant yok
F3-39 yiiksek oleik 663 1259 1782
F3-40 orta oleik 663 1259 1782
gesit 1 orta oleik _|[NBAREYOKNN| N BAREYOKNS | BARE YO
cesit 2 diistik oleik bant yok bant yok bant yok
cesit 3 yiiksek oleik 663 1259 1782
cesit 4 yiiksek oleik 663 1259 1782
gesit 5 orta oleik 663 _
cesit 6 diisiik oleik bant yok bant yok bant yok
cesit 7 diistik oleik bant yok bant yok bant yok
cesit 8 diisiik oleik bant yok bant yok bant yok
cesit 9 yiiksek oleik 663 1259 1782
cesit 10 diistik oleik bant yok bant yok bant yok
cesit 11 diisiik oleik bant yok bant yok bant yok
cesit 12 diisiik oleik _ bant yok bant yok
cesit 13 diisiik oleik bant yok bant yok bant yok
cesit 14 yiiksek oleik 663 1259 1782
gesit 15 orta oleik 663 1259 1782
cesit 16 yiiksek oleik 663 1259 1782
cesit 17 yiiksek oleik 663 1259 1782
cesit 18 diisiik oleik bant yok bant yok bant yok
cesit 19 diisiik oleik bant yok bant yok bant yok
cesit 20 yiiksek oleik 663 1259
gesit 21 diistik oleik bant yok bant yok bant yok
cesit 22 yiiksek oleik 663 1259 1782
cesit 23 yiiksek oleik 663 1259 1782
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cesit 24 diistik oleik bant yok bant yok bant yok
gesit 25 diisiik oleik bant yok bant yok bant yok
cesit 26 diistik oleik bant yok bant yok bant yok
gesit 27 diisiik oleik bant yok bant yok bant yok
cesit 28 yiiksek oleik 663 1259 1782
cesit 29 yiiksek oleik 663 1259 1782
gesit 30 yiiksek oleik 663 1259 1782
cesit31 | disitk oleik [ INO6SNNN N I250 I 7E2
cesit 32 yiiksek oleik 663 1259 1782
cesit 33 yiiksek oleik 663 1259 1782
cesit 34 diistik oleik bant yok bant yok bant yok
cesit 35 diisiik oleik bant yok bant yok bant yok
cesit 36 diisiik oleik

cesit 37 diisiik oleik bant yok bant yok bant yok
cesit 38 diistik oleik bant yok bant yok bant yok
cesit 39 diisiik oleik bant yok bant yok bant yok
cesit 40 diisiik oleik bant yok bant yok bant yok
cesit 41 diistik oleik bant yok bant yok bant yok
cesit 42 diisiik oleik bant yok bant yok bant yok
cesit 43 diistik oleik bant yok bant yok bant yok
cesit 44 diisiik oleik bant yok bant yok bant yok
cesit 45 diistik oleik bant yok bant yok bant yok
cesit 46 yiiksek oleik 663 1259 1782
cesit 47 diisiik oleik bant yok bant yok bant yok
cesit 48 yiiksek oleik 663 1259 1782
cesit 49 yiiksek oleik 663 1259 1782
cesit 50 yiiksek oleik 663 1259 1782
cesit 51 orta oleik 1259

gesit 52 orta oleik

gesit 53 orta oleik

cesit 54 orta oleik

gesit 55 orta oleik

3.1.1.

Yapilan arastirmalar sonucunda (N1-3F)/(N2-1R) INDEL markir1 ile 40 adet F3
kademesi ve 55 adet piyasadaki yiiksek oleik, orta oleik ve linoleik ¢esitlerdeki DNA
fragmentleri gogaltilmistir ve 870 bp boyutundaki bantin selektif bant oldugu saptanmistir
(Sekil 3.1.). Bu 95 adet 6rnekler Gas Kromotografi cihahizndaki yag asidi sonuglariyla
karsilastinldiginda (N1-3F)/(N2-1R) INDEL markirinin %69 dogruluk diizeyinde

(N1-3F)/(N2-1R) Markir Calismalari
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seleksiyon yapabildigi sonucuna varilmistir. Sekil 3.1.’de gosterilen resimde kirmizi kare
icine alinmis olan bolge ayirict bandin bulundugu bélge olmaktadir. Bantin 870 kb

boyutundaki varlig1 oleik asit karakterinin varligi olarak goriilmektedir.
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Sekil 3.1. (N1-3F)/(N2-1R) markiri i¢in jel goriintiisii

3.1.2. SSR (N1-1F)/(N1-1R) Markir Calismalar:

SSR(N1-3F)/(N1-1R) markir igin standart PCR mix igerigi ve sicaklik/tekrar
degerleri bu primerde calismamistir. PCR mix igerigi cesitli protokollere gore
uyarlanmaya calisilmis ve daha etkin sonuglar almak i¢in Platinium Taq kullanilmis ve
farkli sicaklik degerleri ile kombine edilmis ancak buna ragmen basarili bir sonug elde
edilememistir. Ayrica primerde sorun olup olmadigin1 saptamak i¢in yeni primer siparis
edilmis ve yine negatif sonuc¢ elde edilmistir. Sonu¢ olarak bu primerin aktif ve

tekrarlanabilir olmadigi sonucuna varilmistir.

3.1.3. SSR ORS832 Markir1 Calismalari

Yapilan ¢alismada SSR ORS832 markiri i¢in 40 adet F3 kademesindeki birey ve 55 adet
piyasada var olan yiiksek oleik, orta oleik ve linoleik cesitler calisilmistir. Ancak
orneklerde polimorfizm saptansada bu polimorfizmin Gas Kromotografi cihazindan elde
edilen yag asitleri sonucuyla karsilastirildiginda, anlamli sonuglar ¢ikarmadigi ve selektif

bir bant olusturmadig1 sonucunda varilmistir (Sekil 3.2.).
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Sekil 3.2. SSR ORS832 markiri jel goriintiisii

3.1.4. SSR ORS1180 Markir Calismalari

Yapilan ¢alismada SSR ORS1180 primeri i¢in 40 adet F3 kademesindeki birey ve 55
adet piyasada var olan yiiksek oleik, orta oleik ve linoleik ¢esitler calisilmigtir. ORS1180
primeri bant olusturmus ancak Gas kromotografi cihazindan elde edilen yag asidi

sonuglari ile karsilastirilinca, selektif bir bant olusturmadigi saptanmistir (Sekil 3.3.).

RO D W W W W wwww wwwwLwWwwwwwWw WwwweWwwmWwouw em w
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Sekil 3.3. SSR ORS1180 markir1 kapilar elektroforez goriintiisii
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3.1.5. INDEL F3/R1 Markir Calismalari

Yapilan ¢aligmada INDEL F3/R1 markir1 igin yapilan optimizasyon calismasinda
yiiksek oleik, mid oleik ve linoleik ¢esitlerden olusan 15 adetlik 6rnek taranmistir ve Gaz
Kromotografi cihazindan ¢ikan yag asidi sonuglariyla karsilastirildiginda selektif bir bant

vermedigi saptanmistir (Sekil 3.4.).

LO MID MiD LO LO HO LO MIiD MiD LO HO MIiD LO MID MiD MiD LO (-

Sekil 3.4. indel R3/F1 markiri jel goriintiisii

3.1.6. INDEL F4/R1 Markir Calismalari

Yapilan ¢alismada INDEL F4/R1 markir1 i¢in drnekler ¢alisilmis ve Gaz Kromotografi
cihazindan elden edilen sonuglar ile karsilastirildiginda 653 bp boyutunda selektif bir bant
olusturdugu sonucuna vartlmistir. Bu markir gaz kromotografi cihazindaki sonuglarla
karsilagtirildiginda F3 generasyonundaki 40 adet bitkide 4 adet yanlis seleksiyon yapmis
ve toplamda 95 adet 6rnekte 11 adet yanlis seleksiyon yaparak yaklasik %89 gibi yliksek
bir dogruluk degerinde seleksiyon yapabildigi sonucuna varilmistir. Ayirdedici bant sekil
3.5.”deki resimde kirmizi renkte kare ig¢ine alinmis olan banttir. Bu bandin varlig1 yliksek

oleik asit igeren karakterin varlig1 olarak goriilmektedir.
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Sekil 3.5. Indel F4/R1 markin jel goriintiisii

3.1.7. INDEL F4/R2 Markir Calismalari

Yapilan ¢alismada INDEL F4/R2 markir1 igin érnekler ¢alisiimis ve Gaz Kromotografi
cihazindan elden edilen sonuglar ile karsilastirildiginda 1259 bp boyutunda selektif bir
bant olusturdugu sonucuna varilmistir. Bu markir gaz kromotografi cihazindaki
sonuglarla karsilastirildiginda F3 generasyonundaki 40 adet 6rnekte 7 yanls, toplamda
kullanilan 95 &rnekte ise 13 yanlis seleksiyon yaparak yaklasik %87 gibi yiiksek bir
dogruluk degerinde seleksiyon yapabildigi sonucuna varilmistir. Ayirdedici bant sekil
3.6.’deki resimde kirmizi renkte kare i¢ine alinmis olan banttir. Bu bandin varlig: yiiksek

oleik asit igeren karakterin varlig olarak goriilmektedir.
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Sekil 3.6. indel F4/R2 markin jel goriintiisii
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3.1.8. INDEL F4/R3 Markir Calismalari

Yapilan ¢alismada INDEL F4/R3 markiri i¢in drnekler ¢alisiimis ve Gaz Kromotografi
cihazindan elden edilen sonuglar ile karsilastirildiginda 1782 bp boyutunda selektif bir
bant olusturdugu sonucuna varilmistir. Bu markir gaz kromotografi cihazindaki
sonuglarla karsilagtirildiginda F3 generasyonunda 40 adet bitkide 7 yanlis seleksiyon ve
toplamada 95 adet adet bitkide 15 yanlis seleksiyon yaparak yaklasik %86 gibi yiiksek
bir dogruluk degerinde seleksiyon yapabildigi sonucuna varilmistir. Ayirdedici bant sekil
3.7.’deki resimde kirmiz1 renkte kare i¢ine alinmis olan banttir. Bu bandin varlig: yliksek

oleik asit igeren karakterin varligi olarak gortilmektedir.

LO LO HO HO MID LO LO LO HO LO LO LO LO HO MD HO HO LO LO HO LO HO HO LO
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Sekil 3.7. Indel F4/R3 markin jel goriintiisii

3.1.9. INDEL F4/R9 Markir Calismalar

Yapilan calismada INDEL F4-R9 markiri icin optimizasyon ¢alismasinda cesitli yiiksek
oleik, mid oleik ve linoleik 17 birey ile ¢alisilmis ve Gas Kromotografi cihazindan elde
edilen sonuglarla karsilastirildiginda selektif bir bant elde edilemedigi saptanmistir (Sekil
3.8.).
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Sekil 3.8. Indel F4/R9 markiri jel gontiisii

34



BOLUM 4

4.1. SONUCLAR VE TARTISMA

Yapilan tez ¢aligmasinda, yiiksek ve diisiik oleik yag asidi igerigine sahip aycicegi
genotiplerini birbirinden ayirt edebilecek molekiiler markir belirlenmesi {izerine ¢alisma
yapilmistir. Calismada yiikek oleik ve diisiik oleik bitkibitki melezlerinin F3
kademesindeki 40 adet bireyi ve piyasada bulunan yiiksek oleik, orta oleik ve linoleik
karakterdeki cesitlerden 55 adet 6rnek c¢aligmada kullanilmistir. Bu bireylerin 3-4
yaprakli donemdeyken yaprak dokularindan DNA izolasyonu yapilmistir. Literatiirde yag
asidi igerini kontrol eden FAD2 gen bolgesinin haritalanmasinda kullanilan 7 markir ve
Banu Bilgen’in ¢aligmasinda kullandig1 2 adet markir bu ¢alisma igin se¢ilmis ve bu
markirlarla ¢alisma yapilmistir. Markirlarin dogru seleksiyon yapip yapmadigini anlamak
icin tiim Ornekler soguk preste yaglari ¢ikarilip GC’de yag asidi analizleri yapilmigtir.
Yag asidi sonuglar1 ve bant profilleri eslestirilerek degerlendirilmis ve 1slahta seleksiyon

amacl kullanilabilecek bir markir belirlenmeye ¢alisilmistir.

Kullanilan 9 adet markirin 3 tanesinin %80’in iizerinde bir dogruluk derecesinde
seleksiyon yapabildigi saptanmistir. F4/R1, F4/R2 ve F4/R3 markin oleik asit igeren
genotipleri segme konusunda basarili bulunmustur. Ayrica ((N1-3F)/(N2-1R) markir: da
yag asidi sonuclariyla eslestirilidiginde %69 dogruluk derecesinde oleik asit igeren
karakteri selekte edebildigi ancak bu degerin 1slah i¢in kullanilabilir olmadig1 sonucuna

varilmistir.

Calismada kullanilan ORS832, ORS1180, F3/R1 ve F4/R9 markirlar1 stabil sekilde
calistirilmig ancak yag asidi sonuclariyla eslestirildiginde oleik asitli genotipleri selekte
etmedigi sonucuna varilmistir. (N1-3F)/(N1-1R)) markir ise bir¢ok sicaklik ve dongii
degeri, farkli PCR karisimlar1 ve primerin saglamligini kontrol etmek i¢in yeni primer

siparisine ragmen aktif ve kullanilabilir bir sekilde ¢alistirllamamastir.

Calismadaki sonuglar %0-29 arasi oleik asit igerigine sahip bireylerin diisiik oleik ya da

diger adiyla linoleik, %30-69 aras1 oleik asit igerigine sahip bireylerin orta oleik, %70’in
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tizerinde oleik asit icerigine sahip bireylerin ise yiiksek oleik asit olarak

degerlendirilmistir.

F4/R1 markirmmin 653 bp boyutunda bant olusturdugu ve bu bantin yag asidi
sonuglartyla eslestirlidiginde F3 generasyonundaki 40 adet Ornekte 4 adet yanlis
seleksiyon yaptigini ve toplamda 95 ornekte karsilastirildiginda 11 yanlis seleksiyon
yaptigt sonucuna vartlmistir. F4/R1 markirinin %89 gibi ¢ok yiiksek bir dogruluk
derecesinde oleik asit karakterini selekte edebilen bir markir olduguna varilmistir. F4/R2
markir1 ise 1259 bp biiyiikliigiinde bant olusturmus ve bu bantin yag asidi sonuglariyla
eslestirildiginde F3 generasyonundaki 40 adet 6rnekten 7 yanlis seleksiyon yaptigini ve
toplamda 95 adet 6rnekten ise 13 yanlis seleksiyon yaparak %87 dogruluk derecesinde
seleksiyon kabiliyetine sahip oldugu sonucuna varilmistir. F4/R3 markir1 1782 bp
boyutunda bant olusturdugu bu bantin yag asidi sonuglariyla eslestirildiginde F3
generasyonundaki 40 bitkiden 7 adet yanlis seleksiyon yaptig1 ve toplamda 95 6rnekte 15
yanlig seleksiyon yaparak %86 dogruluk derecesinde seleksiyon kabiliyetine sahip

oldugu sonucuna varilmstir.

Bu sonuglar dogrultusunda yiiksek ya da orta oleik asit karakterli genotipleri yiiksek
dogruluk derecesinde ve 1slahta aktif sekilde kullanilabilir olarak selekte edebilen F4/R1,
F4/R2 ve F4/R3 adinda 3 adet markir bulunmustur.

Molekiiler markir yardimiyla seleksiyon kullanarak biyotik ve abiyotik stres
kosullarindan olusan yag asidi kompozisyonu degisikligi ile daha dogru seleksiyon
yapilabilmetedir. Molekiiler yontemde tohumdan degil de fide donemindeki yaprak
dokusundan bitkinin oleik karaktere sahip olup olmadig: anlasildigi i¢in bitki yetistirme,
polen izolasyonu gibi islemler sadece oleik karakterdeki bitkilere yapilarak is giicli
azaltilmis olur. Ayrica yag cikarilirken preste harcanan tohumlar molekiiler yontemde
harcanmadig1 i¢in oleik karakterdeki popiilasyonlar: daha genis tutulabilir ve direk o
bitkiyi ele aldig1 ve tohum yag ¢ikarilma iglemindeki gibi tohumlar degil de tek bitki
kullanildig1 i¢in o bitkiye spesifik olarak oleik asit igerigi saptanmis olur. Klasik
yontemlerde yag ¢ikarilmasi i¢in azami 5 gr tohum gerekmekte olup tohumlar karisik
oldugu i¢in, icerdigi toplam yag asidi kompozisyonunun ortalamasi bulunabilecektir. Bu

nedenle molekiiler markir yardimiyla seleksiyon oleik asit karakteri i¢in olduk¢a gerekli
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olup, buldugumuz bu 3 markir aygicegi 1slahinda oleik asit karakterinin seleksiyonu igin

yaygin ve etkin bicimde kullanilabilir.

37



KAYNAKCA

Alberio, C., ve digerleri. (2016). A new sunflower high oleic mutation confers stable oil
grain fatty acid composition across environments. European Journal of
Agronomy, 73, 25-33.

Algicek, Z. (2010). Farkli Oranlarda Tuzlanarak Sicak Tiitsiileme ve Sivi Tiitslileme
Teknikleri Uygulanmis Alabalik (Oncorhynchus mykiss) Filetolarmin Vakum
Paketli ve Buzdolabi Kosullarinda Depolanmalarinin Karsilagltrilmali Olarak
incelenmesi. Ankara Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Su Bilimleri Anabilim

Dalr Doktora Tezi, Ankara, Tiirkiye.

Alpaslan, M., ve digerleri. (2000). The effects of growing conditions on oil content, fatty
acid composition and tocopherol content of some sunflower varieties produced in
Turkey. Molecular Nutrition & Food Research, 44(6), 434-437.

Andrich, G., ve digerleri. (1992). The oleic/linoleic ratio in achenes coming from
sunflower lines treated with hard X-rays. Paper presented at the Proceedings of

the 13th International Sunflower Conference. Pisa, Italy.

Barkley, N. A., ve digerleri. (2011). A real-time PCR genotyping assay to detect FAD2A
SNPs in peanuts (Arachis hypogaea L.). Electronic journal of biotechnology,
14(1), 9-10.

Baydar, H. (2000). Bitkilerde yag sentezi, kalitesi ve kaliteyi artirmada 1slahin 6nemi.
Ekin Dergisi, 11, 50-57.
Baydar, H. (2007). Yag bitkileri yetistiriciligi ve 1slahi, Ders Notu. Siileyman Demirel

Universitesi Ziraat Fakiiltesi Tarla Bitkileri Boliimii, Isparta.

Baydar, H., ve digerleri. (2005). Influence of seed development and seed position on oil,
fatty acids and total tocopherol contents in sunflower (Helianthus annuus L.).

Turkish journal of agriculture and forestry, 29(3), 179-186.

Baydar, H., ve digerleri. (1999). Yagli tohumlu bitkilerde yag asitleri kompozisyonunun
bazi morfolojik ve fizyolojik 6zelliklere ve ekolojik bolgelere gore degisimi.

Turkish Journal of Agriculture and Forestry, 23(1), 81-86.

38



Bilgen, B. B., ve digerleri. (2016). Use of NSSR markers for determination of clonal
identity and genetic structure in a pinus brutia ten. clonal seed orchard. FEB-
FRESENIUS ENVIRONMENTAL BULLETIN, 3687.

Blake, S. (2010). Understanding Dietary Fats and Oils: A Scientific Guide to their Health
Effects. available online free at: http://www. naturalhealthwizards.
com/html/dietary_fats___oils. html.

Cuesta, C., ve digerleri. (2001). Fatty acid changes in high oleic acid sunflower oil during
successive deep-fat fryings of frozen foods. Revista de Agaroquimica y
Tecnologia de Alimentos, 7(4), 317-328.

Cveji¢, S., ve digerleri. (2016). An EMS mutation altering oil quality in sunflower inbred
line. Paper presented at the Proceedings of the 19 th international sunflower

conference. ISA, Edirne.

DaMatta, F. M., ve digerleri. (2010). Impacts of climate changes on crop physiology and
food quality. Food Research International, 43(7), 1814-1823.

Demurin, Y., ve digerleri. (2000). Inheritance of increased oleic acid content in sunflower

seed oil. Helia, 23(32), 87-92.

Dimitrijevi¢, A., ve digerleri. (2017). Oleic acid variation and marker-assisted detection
of Pervenets mutation in high-and low-oleic sunflower cross. Crop Breeding and
Applied Biotechnology, 17(3), 235-241.

Dobarganes, M. C., ve digerleri. (1993). Thermal stability and frying performance of
genetically modified sunflower seed (Helianthus annuus L.) oils. Journal of
agricultural and food chemistry, 41(4), 678-681.

Ebrahimi, A., ve digerleri. (2008). QTL mapping of seed-quality traits in sunflower

recombinant inbred lines under different water regimes. Genome, 51(8), 599-615.

Ferfuia, C., ve digerleri. (2015). Variability of Seed Fatty Acid Composition to Growing
Degree-Days in High Oleic Acid Sunflower Genotypes. Helia, 38(62), 61-78.

Fernandez-Martinez, J., ve digerleri. (1989). Genetic analysis of the high oleic acid

content in cultivated sunflower (Helianthus annuus L.). Euphytica, 41(1), 39-51.

39


http://www/

Fick, G. N., ve digerleri. (1997). Sunflower breeding. Sunflower technology and
production(sunflowertechno), 395-439.

Glimriik ve Ticaret Bakanligl. (2014). Aycicegi Raporu. Retrieved from

Giizel, M., ve digerleri. (2015). Yag Bitkilerinde Oleik Asit: Onemi ve Olusumunu
Belirleyen Etmenler. 2. Ulusal Tarim Kongresi. 29-31 Ekim, Afyon., 199.

Imerovski, 1., ve digerleri. (2014). Identification and validation of breeder-friendly DNA

markers for Plarg gene in sunflower. Molecular Breeding, 34(3), 779-788.

Karaca, E., & Aytag, S. . (2012). Yag bitkilerinde yag asitleri kompozisyonu iizerine etki

eden faktorler. .

Karaca, E., ve digerleri. (2007). Yag Bitkilerinde Yag Asitleri Kompozisyonu Uzerine
Etki Eden Faktorler. OMU Ziraat Fakiiltesi Dergisi, 22(1):123-131

Kaya, Y. (2014). Sunflower. A. Pratap. (Ed) Alien Gene Transfer in Crop Plants, . Vol.
2. Springer Press., 281-315.

Kaya, Y. (2016). Sunflower. Surinder Gupta (Ed.). Breeding Oilseed Crops for
Sustainable Production,. 1st Edition. 570 sayfa. Elseiver Press., 55-88.

Kaya, Y., ve digerleri. (2003). Ayciceginde (Helianthus annuus L.) Degisik Verim
Ogelerinde Path ve Korelasyon Analizi. Anadolu Ege Tarimsal Arastirma
Enstitiisti Dergisi, 13(1).

Kaya, Y., ve digerleri. (2007). Oleik Tip Aygi¢egi Tarim1 ve Gelecekteki Yonii. 1. Ulusal
Yagh Tohumlu Bitkiler ve Biyodizel Sempozyumu, 28-31.

Kaya, Y., ve digerleri. (2009). Farkli Cevrelerde Aycigceginde Oleik Asit Oranlarinin
Belirlenmesi. Tiirkiye 8. Tarla Bitkileri Kongresi, Hatay 19-22 Ekim, 1: 159-163.

Kaya Y., ve digerleri. (2012). Sunflower. S.K. Gupta. (Ed) Technological Innovations in
Major World Oil Crops. Vol. 1. Springer Press., 85-129.

Lacombe, S., ve digerleri. (2001). A dominant mutation for high oleic acid content in
sunflower (Helianthus annuus L.) seed oil is genetically linked to a single oleate-
desaturase RFLP locus. Molecular Breeding, 8(2), 129-137.

Leon, A. J., ve digerleri. (2011). Nucleotide sequences mutated by insertion that encode

a truncated oleate desaturase protein, proteins, methods and uses: Google Patents.

40



Loépez-Miranda, J., ve digerleri. (2010). Olive oil and health: summary of the II
international conference on olive oil and health consensus report, Jaén and
Cordoba (Spain) 2008. Nutrition, Metabolism and Cardiovascular Diseases,
20(4), 284-294.

Martinez-Rivas, J. M., ve digerleri. (2001). Spatial and temporal regulation of three
different microsomal oleate desaturase genes (FADZ2) from normal-type and high-
oleic varieties of sunflower (Helianthus annuus L.). Molecular Breeding, 8(2),
159-168.

Mohsennia, O., ve digerleri. (2012). Response of safflower seed quality characteristics to
different soil fertility systems and irrigation disruption. International Research

Journal of Applied and Basic Sciences, 3, 968-976.

Morlok, K. M. (2010). Food Scientist's Guide to Fats and Oils for Margarine and Spreads
Development. Kansas State University.

Nagarathna, T., ve digerleri. (2011). Molecular analysis of sunflower (Helianthus annuus
L.) genotypes for high oleic acid using microsatellite markers. Helia, 34(55), 63-
68.

Nicolosi, R. J., ve digerleri. (2004). Decreased aortic early atherosclerosis and associated
risk factors in hypercholesterolemic hamsters fed a high-or mid-oleic acid oil
compared to a high-linoleic acid oil. The Journal of nutritional biochemistry,
15(9), 540-547.

Ortiz, L. T., ve digerleri. (2006). Effect of dietary high-oleic acid and conventional
sunflower seeds and their refined oils on fatty acid composition of adipose tissue
and meat in broiler chickens. Journal of Animal and Feed Sciences, 15(1), 83-95.

Osorio, J., ve digerleri. (1995). Mutant sunflowers with high concentration of saturated
fatty acids in the oil. Crop Science, 35(3), 739-742.

Pacureanu-Joita, M., ve digerleri. (2005). Sunflower genotypes with high oleic acid
content. Infection, 40, 50.

Petros, Y., ve digerleri. (2009). Developing high oleic acid in Guizotia abyssinica (Lf)
Cass. by plant breeding. Plant breeding, 128(6), 691-695.

41



Rauf, S., ve digerleri. (2017). Progress in modification of sunflower oil to expand its

industrial value. Journal of the Science of Food and Agriculture.

Roche, H. M. (2001). Invited Commentary-Olive oil, high-oleic acid sunflower oil and
CHD. British Journal of Nutrition, 85(1), 3-4.

Salem, E., ve digerleri. (2012). Implementation of the sunflower seeds in enhancing the

nutritional values of cake. J Appl Sci Res, 8(5), 2626-2631.

Santalla, E., ve digerleri. (2003). Note: Physical properties of high oleic sunflower seeds.
Revista de Agaroquimica y Tecnologia de Alimentos, 9(6), 435-442.

Schuppert, G. F., ve digerleri. (2006). The sunflower high-oleic mutant Ol carries variable
tandem repeats of FAD2-1, a seed-specific oleoyl-phosphatidyl choline
desaturase. Molecular Breeding, 17(3), 241-256.

Singchai, A., ve digerleri. (2013). Evaluation of SSR Markers Associated with High Oleic
Acid in Sunflower. World Academy of Science, Engineering and Technology,
International Journal of Biological, Biomolecular, Agricultural, Food and
Biotechnological Engineering, 7(10), 978-981.

Skorié, D., Jocié, S., Le¢ié, N., & Sakag, Z. . (2007). Development Of Sunflower Hybrids
Whith Differnt Oil Quality/Crecion De Hibridos De Girasol Con Differente
Calidad De Aceite/developpement D'hybrides De Tournesol Avec Une Qualite
D'huile Differente. Helia, 30(47), 205-212.

Soldatov, K. I. (1976). Chemical mutagenesis in sunflower breeding. Proc. 7th Int.
Sunflower Conf., 27 June - 3 July, Krasnodar, Russia, 352-357.

Swern, D. (1979). Bailey’s industrial oil and fat products. USA, 1: 29 -30 (

Tarrago-Trani, M. T., ve digerleri. (2006). New and existing oils and fats used in products
with reduced trans-fatty acid content. Journal of the American Dietetic
Association, 106(6), 867-880.

Tilak, 1., ve digerleri. (2017). Evaluation of SSR and INDEL markers associated with
high and low oleic acid content in sunflower (Helianthus annuus L.) genotypes.

Journal of Pharmacognosy and Phytochemistry, 6(5), 1560-1563.

TUIK. (2017). https://biruni.tuik.gov.tr/bitkiselapp/bitkisel.zul adresinden

42


https://biruni.tuik.gov.tr/bitkiselapp/bitkisel.zul

Vannozzi, G. P. (2006). The Perspectives Of Use High Oleic Sunflower For
Oleochemistry And Energy Raws/perpectivas En La Utilizacion De Girasol De
Alto Contenido Oleico Industria De Procesamiento Como Materia Prima Para La
Produccion De Energia/perspectives De L'utilasation Du Tournesol Haute Teneur
Oleique Dans L'industrie De Transformation Et Comme Base De Production
D'energie. Helia, 29(44), 1-24.

Warner, K., ve digerleri. (2009). Frying stability of purified mid-oleic sunflower oil
triacylglycerols with added pure tocopherols and tocopherol mixtures. Journal of
the American Oil Chemists' Society, 86(12), 1199.

Warner, K. A. (2002). Optimizing the frying quality, flavor, and stability of sunflower

oil. Journal of the American Oil Chemists Society.

Yalcin Kaya., ve digerleri. (2003). Aygiceginde Tane ve Yag Veriminin Olugumunda
Etkili Verim Ogelerinin Katk1 Oranlarinin Belirlenmesi. Tiirkiye 5. Tarla Bitkileri
Kongresi. 13-17 Ekim, Diyarbakir. 120-125.

Zheljazkov, V. D., ve digerleri. (2011). Oil productivity and composition of sunflower as
a function of hybrid and planting date. Industrial crops and products, 33(2), 537-
543.

43



OZGECMIS

Caglar COLAK 1994 yilinda Edirne Ipsala’da dogdu. Ilkégretimini Malakara’nin
Saglamtas kasabasinda, ortaokul ve lise Ogretimini Edirne’nin Kesan ilgesinde
tamamladi. 2015 yilinda Akdeni Universitesi Ziraat Fakiiltesi Tarla Bitkileri boliimiinden
boliim birincisi olarak mezun oldu. 2015 yilinda Trakya Universitesi Fen Bilimleri
Enstitiisii Biyoteknoloji ve Genetik Ana Bilim Dali’nda yiiksek lisans egitimine basladi.
2016 yilinda 19. Uluslararasi Diinya Ayg¢i¢egi Konferansinda organizasyon komitesinde

yer aldi.

44



Beser,

Colak,

Evci,

Kaya,

TEZ OGRENCISINE AIT TEZ iLE iLGIiLi BILIMSEL
FAALIYETLER

N., C. Colak, Z. C. Mutafcilar, Kaya, Y. 2017. Performance of
Some Japonica Hybrid Rice Varieties/ Lines in Turkey. Proc. of 3.
International Plant Breeding Congress. 15-19 October, Kyrena. Northern
Cypruss. 51.

C., Hasangebi, S., Kaya, Y. 2017. Aygiceginde Yiiksek Oleik Yag Asidi
Ozelliginin Molekiiler Markirlarla Belirlenmesi. Trakya Universiteler Birligi
Ikinci Lisansiistii Ogrenci Kongresi 15-16 Mayis 2017, Edirne. 32.

G.,, |. B. B. Bilgen, V. Pekcan, M. Yilmaz, S. Daneshvar, C.
Colak, S. Bulut, Y. Kaya. 2016. MAS selection on oleic type sunflower
breeding. Proc. of 19th International Sunflower Conference, 29 May -
3rd June, 2016, Edirne, Turkey. 680.

Y., C. Colak, V. Pekcan, M. I Yilmaz, Evci, G. 2017. The
Determination of Oleic Acid Contents in Sunflower Hybrids. 8th

International  Scientific ~ Conference ‘Rural ~ Development  2017:
Bioeconomy Challenges. 23-24 November, Kaunas, Lithuania. 49-50

45



