T.C.
TRAKYA UNIVERSITESI

FEN BILIMLERI ENSTITUSU

ASPIiR ISLAHINDA KLASIK VE MOLEKULER YONTEMLERDEN
YARARLANILARAK OLEIK ASIT ORANININ KALITIMININ
BELIRLENMESI

MERVE GUZEL

YUKSEK LiSANS TEZi

BiYOTEKNOLOJi VE GENETIiK ANABILIiM DALI

Tez Danismani: DOC. DR. YALCIN KAYA

EDIRNE-2016



T.U. Fen Bilimleri Enstitiisii onay1

Prof. Dr. Murat YURTCAN

Fen Bilimleri Enstitiisi Mudiira

Bu tezin Yiiksek Lisans tezi olarak gerekli sartlar1 sagladigini onaylarim.

Dog. Dr. Yalgin KAYA
Anabilim Dali1 Baskani
Vekili

Bu tez tarafimca okunmus, kapsami ve niteligi agisindan bir Yiiksek Lisans tezi
olarak kabul edilmistir.

Dog. Dr. Yal¢in KAYA
Tez Danismani

Bu tez, tarafimizca okunmus, kapsam ve niteligi a¢isindan Biyoteknoloji ve Genetik
Anabilim Dalinda bir Yiiksek Lisans tezi olarak oy birligi ile kabul edilmistir.
JiriUyeleri Imza

Dog¢.Dr. Yalgin KAYA

Dog¢.Dr. Semra HASANCEBI

Yrd.Dog.Dr. Orhan Onur ASKIN









OZET

Aspir (Carthamus tinctorius L.), Compositae (Asteraceae) familyasina ait tek yillik bir
yag bitkisi olup kurakliga dayaniklilig: ile dikkat ¢ekmektedir. Sap, yaprak, tohum ve
cigekleri farkli amaglarla kullanilan 6nemli bir endiistri bitkisidir. Diinyada oleik tipteki
yaglar kizartmaya uygunlugu ile o6n plana c¢ikarak tiiketiciler tarafindan tercih
edilmektedir. Aspirde oleik asit onemli bir karakter olmasina ragmen iilkemizde sadece
hasat sonrasinda taneden belirlenmekte, bu durum da islah ¢aligmalarinin bir y1l sonra
ylriitiilmesine ve gecikmesine neden olmaktadir. Yiiksek oleik asit 6zelligi yapilacak
seleksiyonda bitkiler ¢igeklenmeden ve déllenme gergeklesmeden belirlenemediginden
bu durum 1slah c¢alismalarin1 yavaslatma ve maliyetleri arttirmaktadir.Cesit
gelistirmegaligmalarinda biyoteknolojik yontemlerden yararlananilarak oOzellikle de
markore dayali seleksiyon kullanilarak daha hizli ve giivenli bir sonuca
ulasilabilmektedir. Bu c¢alismada; yiiksek ve diisik oleik yag asidi igeren aspir
genotiplerini birbirinden ayirt edebilecek molekiiler markdr belirlenmesine ¢alisilmistir.
Calismada yiiksek ve diisiik oleik yag asidi igceren iki aspir hatt1 melezlenmis veF»
jenerasyonunda isaretlenen bitkilerin yaprak dokularindan DNA izolasyonu yapilmistir.
Literatiirde, aspirde yag icerigini kontrol eden FAD2 ve Ol genleri ile baglantili olarak
haritalanmig SCAR markorleri secilerek bu markorlerle tarama yapilmistir. Segilen
ebeveyn cesitler ve F» bitkilerinin yag igerigi ile molekiiler markorlerden elde edilen bant
profilleri eslestirilerek degerlendirilmis ve 1slahta seleksiyon amagl kullanilabilecek bir
markor belirlenmeye calisilmistir. Elde edilen sonuglar dogrultusunda IASCA 73 SCAR
markdril, bireyler arasinda segicilik gosteren kodominant 6zellikte bir markor olarak
belirlenmis ancak yag igerigi ile baglanti gdstermemistir. Markoriin segiciliginin ayni

bolgede bulunan erkek kisirligindan sorumlu gen (Ms) ile baglantili olabilecegi

ongorilmektedir.
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ABSTRACT

The safflower (Carthamus tinctorius L.) which belongs to Compositae family is
an annual oil plant which is noted for its drought resistance.The stems, leaves, flowers
and seeds of the safflower have been used in different areas.Oleic types of oils has a
higher smoke points. For that reason, types of oleic oils (Omega-9) are prefered by
consumers for healthy frying oil around the world. High oleic safflower oil can be
developed classical plant breeding studies, but this process involves a long period of
time. Biotechnological methods especially marker assisted selection (MAS) could be
used fast and efficiently in the development of new varieties. In this study; it’s aimed to
determined molecular markers which are detect high and low oleic safflower
genotypes.High and low oleic type two safflower lines hybridized and DNA was
isolated from leaves of their selected F,offspring seedlings. In the literature, SCAR
markers linked to FAD2 and Ol genes which controls safflower oil contents were
selected for this study and plant materials were scanned by these markers.Results of the
oil content analysis and SCAR marker bant profiles of the parents and theirF;
individuals were matched and evaluated for detection of the selective markers that can
be used for breeding. Theobtained results from our studies show that IASCA 73
SCAR markers was codominant selective marker between genotypes however it
was not related to oil traits. It is expected that the selectivity of the markers can

berelated to male sterility gene (Ms) in the same loci.

Year :2016
NumberofPages 163
Keywords : Safflower, Oleic acid, MAS, Oil acids, Molecular Breeding



TESEKKUR

Yiiksek lisans egitimim boyunca bilgi ve desteklerini esirgemeyen danigsman
hocam Dog¢.Dr.Yalcin KAYA basta olmak iizere, Do¢.Dr.Semra HASANCEBIive
Yrd. Do¢. Necmi BESER hocalarima aklima takilan biitiin sorulara sabirla cevap

verip yol gosterdikleri i¢gin tesekkiir ederim.

Arazi ¢alismalarimda yardimini esirgemeyen ve pes etmeme izin vermeyen
Ziraat Teknikeri Mahmut Cebi’ye, yanimda olan ailem ve dostlarima tesekkiir

ederim.

Merve GUZEL
Edirne, 2016



ICINDEKILER

OZET ..ottt |
ABSTRACT ... I
TESEKKUR .....cocoiiiiictcieteeeeeeecte ettt en sttt s sttt s e Il
ICINDEKILER ......oouititeicietceeeeceee ettt v
SIMGELER ..ottt \
KISALTMALAR . ... VI
SEKILLER DIZINI.....oiiiiiiiiiiicceeeeeceeeee ettt VI
TABLOLAR DIZINI ..ot IX
BOLUM 1 ..ttt 1
GIRIS c. oottt ettt 1
BOLUM 2 ..ot 4
GENEL BILGILER ........coooiiiiiiitiiieciiecsees s 4
2.1, ASPIN BIEKIST ... 4
2.1.1. Orjini ve Yabani TUrleri .....cccccoovvviiiiiii e 4
2.1.2. Genetik Yapisi, Islahi ve Melezleme Teknigi........ccoovevenviienininienienne. 9
2.2. Oleik Yag Asidi - Omega-9 (9-Cis-Oktadecenoic Asid) .........cccceeueneee 14
2.2.1. Oleik Yag ASidi SENEZi........ccviierriiiiieiiisiieie st 14
2.2.2. Aspirde Yag Igeriginin Genetik Kontrolil...........cccoevvvevrieverrirererenennnn. 16
2.2.3. Oleik Yag Asidi Miktarini Etkileyen Faktorler ...........ccccovvvviinnennnns 19
2.2.4 Oleik Yag Asidinin Kullanim Alanlart..........cccoovvveiininiiieneneccen 21
2.3.  Aspirle Ilgili Yapilan Caligmalar............ccocevreverriernreresieresnersnsesnenens 24
2.3.1. Markdre Dayali Seleksiyon (MAS) ....cccoviviiiiiinieienceiee e 25
2.3.2. Molekiiler Calismalar ASPIirde .......ccccevvrrivriiiiiiieeniesie e e e 27



1270) 3101 5 TSR T TSSO RTPRSPPR 30

MATERYAL VE METOT ...t 30
3.1. Materyal ve Melezleme Calismalart .........cccoeveveeiiiinieneniene e 30
3.2, DNA IZ0laSYONU ....oucvieieeiceiieieiee ettt 33
3.3, SCAR Markor ANalizIeri......cccoccoviiiiiiiiiiieiieniie e 36
3.3.1. PCR OPtiMIZASYONU ....ceoviiiieiiitiiiesie ettt ste et srestae e e sra e 38
3.3.2. PCR KAITSIMIucctiiiiiiiiiiiiie ettt st 38
3.3.3. Primerlerin Optimum Baglanma Sicakliginin Belirlenmesi ................ 39
3.4.Yag Asidi ANANZICTT .....ocveviiieiiiece e 39

BOLUM 4 ..ottt 42

SONUCLAR ve TARTISMA .....ooiiiiiiiiiieeees e 42
4.1. Genomik DNA 1ZOIASYONU .......ocveieiiiiiiiiise e 42
4.2. MarkOr ANAlIZIETT .......oooviiiiiiiiiiiee e 43
4.3.YaZ ANANIZICTT c..ooiiiiiic it 47

KAYNAKLAR ...t 52

OZGECMIS .ottt n s 62



SIMGELER

mM

ul

ng

cM

mm

:Milimolar

:Mikrolitre

:Nanogram

:Unite

‘Volt

:Santimorgan

:Milimetre

KISALTMALAR

ACP
AFLP
ALD

CAPS
CoA
EDTA

EST
FAD2
Ha

HDL
ISSR

LDL

:Acyl Carrier Protein
:Amplified Fragment Lenght Polymorphism
:Adrenoleukodystrophy

:Cleaved Amplified Polymorphic Sequences
:Koenzim A

:Etilendiamin Tetra Asetik Asit

:Expressed Sequence Taq

:Fatty Acid Desaturase-2
:Hektar

:High Density Lipoprotein

:Inter Simple Sequence Repeat

V
:Low Density Lipoprotein



NADH
NADPH

NMS

PCR

RAPD

RFLP

SCAR

SACPD

SSR

TBE

Tm

:Nikotinamid Adenin Dinukleotid

:Nikotinamid Adenin Dintikleotid Fosfat

:Nuclear Male Sterility
:Polymerase Chain Reaction
:Random Amplification of Polymorphic DNA

:Restriction Fragment Length Polymorphism

:Sequence Characterized Amplified Region

-Stearoyl-Acyl Carrier Protein Desaturase

:Simple Sequence Repeats
:Tris Borikasit EDTA

:Erime Sicakligi

VI



SEKILLER DiZiNi
TABLOLAR DiZiNi

Tablo 1.1. Yillara gore Tiirkiye aspir ekim alan ve {iretim miktarlari
Tablo 1.2. Diinya aspir iiretimi

Tablo 3.1. Melezde ana olarak se¢ilen bitkiler

Tablo3.2. Melezde baba olarak se¢ilen bitkiler

Tablo 3.3. Melez kombinasyonlari

Tablo 3.4. PCR metodunda kullanilacak primer setleri

Tablo3.5.PCR karisimini olusturan bilesenler ve son konsantrasyonlar
Tablo 3.6. PCR ¢alismasinda uygulanan PCR kosulu

Tablo 4.1. Yag aside analiz sonuglari

VII

31

31

33

38

39

40

48



BOLUM 1

GIRIS

Yerli bir bitki olan aspirin yetistirilme kosullar1 tilkemizin ciddi
boyutlardaki bitkisel yag acig1 i¢in dnemli avantajlar sunmaktadir. Aspir
kirag toprakta, susuz tarimla yetistirilebilmektedir. Bitkinin kuraga, soguga
ve tuzluluga karsi diger yag bitkilerine oranla daha toleransli olmasi

iilkemizdeki yag bitkileri agisindan énemini arttirmaktadir.

Tarim Bakanlhigi Bitkisel Uretim Genel Miidiirliigii’niin verdigi
verilere gore; 2008 yilinda ekim alani 5.000 hektar olan aspir, 2014 yilinda
62.000 hektar ekilmistir. Bununla dogru orantili olarak 2008 yilinda 7.000
ton tretilmis, 2015 yilinda ise tiretim miktar1 70.000 tona ¢ikmistir [1,2].

Bu tiretimin 644 tonu tohum iiretim miktaridir. (Tablo 1.1)

Tablo 1.1. Yillara gore Tiirkiye aspir ekim alan ve tiretim miktarlar [2]

Aspir 2008 | 2009 2010 2011 | 2012 | 2013 | 2014 | 2015
Ekim  alam1 |5 - 14 13 16 29 44 -
(1000 ha)

Uretim 7 26 18 20 45 62 70
(2000 ton)

Tohum iiretim 248 397 269 | 250 | 750 |807 |644
miktar1 (ton)

2013 yil1 verilerine gore Diinya aspir ekim alan1 816.588 hektar, tiretim
670.319 ton ortalama verim ise 83 kg/da’dir. Aspir iiretimi yapan bazi iilkelere
ait Tablo 1.2 incelendiginde ekim alanlar1 bakimindan ilk siray1 276.500 hektar
ile Kazakistan almakta olup bu iilkeyi siras1 ile Hindistan, Arjantin, Meksika,

A.B.D., Tiirkiye, Tanzanya, Cin takip etmektedir. Diinya aspir iiretiminde ilk



siray1 %27°lik pay ile Kazakistan, %16,8” lik pay ile Hindistan almaktadir. Bu
iilkeleri sirasiyla A.B.D (%14,7), Meksika (%14,2), Arjantin (%7.7), Tiirkiye
(%7) takip etmektedir [3]

Tablo 1.2. Diinya aspir tiretimi [3]

Ulkeler Ekim Alan (hektar) Uretim (ton)
Kazakistan 276.500 174.900
Hindistan 150.000 109.000
Arjantin 87.470 49.770
Meksika 80.454 91.788
A.B.D. 68.800 95.000
Tiirkiye 29.292 45.000
Tanzanya 24.000 13.000
Cin 23.000 36.000
Kirgizistan 14.000 12.863
Etiyopya 6.600 6.711
Diinya 816.588 670.319

Tirkiye’de ve diinyada en ¢ok kullanilan yaglar linoleik yag asidi
yiiksek (omega-6) (pamuk, ay¢icegi, misir, yerfistigi, soya gibi) yaglardir.
Bu tipteki yaglarin yanma dereceleri diisiiktiir. Tekrarlanan kizartma
islemleri sonucunda yagin kimyasal yapis1 degiserek kanserojen bilesikler
meydana getirmekte, yanan yag insan saghigini tehdit etmektedir. Bu
sebeple, kizartma isleminde zarar1 en aza indirgenmis, ekonomik yag
eldesi olduk¢a 6nemlidir. Oleik tipteki (omega-9) yaglarin yanma derecesi
linoleik tipteki (omeg-6) yaglara gore daha yiiksektir. Bu yiizden oleik
tipteki yaglar kizartma islemi i¢in uygun yaglardir. Klasik 1slah ¢aligmalari

ile oleik asit miktar1 yiikseltilmis ¢esitler elde edilebilmekte, fakat bu siire¢



uzun bir zaman dilimini kapsamaktadir.Oleik asit tiiketiminin insan sagligi
icin 6nemi fark edildik¢e oleik miktar1 arttirilmig g¢esitlerin 6nemi idrak
edilmistir. Bu sebeple 1slah¢ilar oleik miktar1 arttirllmis ¢esitleri

gelistirmek i¢in ugragmaktadirlar.

Islah calismalarinin en biiyiik sorunu melezlenen bitkilerin istenilen
karaktere sahip olup olmadiginin belirlenmesi asamasidir. Bunun igin
tohumun ekilmesi ve hasat edilmesinin ardindan elde edilen tohumlarin
analiz edilmesi gerekmektedir. Bu asamada zaman kaybi1 olmaktadir.
Molekiiler markorler yardimi ile istenilen genin varligi ya da yoklugu

kontrol edilerek, daha kisa siirede istenilen sonuca ulasilabilmektedir.



BOLUM 2

GENEL BiLGILER

2.1. Aspir Bitkisi

Aspir(Carthamus tinctorius L.), sar1, turuncu, kirmizi, beyaz olmak
iizere degisik renklerde ¢igeklere sahip, otsu yapida, dallanabilen, ve her
dalin ucunda igerisinde ortalama 30-40 adet tohum olusturabildigi tablalar
bulunan, tohumlarinda % 20-50 arasinda yag igeren, oleik ve linoleik
tipleri bulunan, deve dikeni goOriiniimlii, kendine dollenebilen, ¢ok
derinlere gidebilen gii¢lii bir kazik kok sistemi sayesinde, sicak ve kurak
mevsimlerde hayatin1 devam ettirebilen ve gelismesini tamamlayabilen,

30-150 cm arasinda boylanabilen, tek yillik bir yag bitkisidir [4,5,6].

Aspir bitkisi, yiizyillardir bolgesel olarak, kumas boyasi, gida
boyast ve ayni zamanda dini térenlerde de kullanilan turuncu-kirmizi
renkli “Kartamin” adi verilen boyanin elde edildigi ¢icekleri igin
yetistirilmektedir [7]. Cigeklerinden elde edilen ekstraklar, gidalara lezzet
vermek amaciyla kullanildigi gibi, tarih boyunca tibbi agidan da 6nemli bir
yere sahip olmustur. A.B.D’ nin de yer aldig1 Yeni Diinya kitasinda ilk
aspir yetistiriciligi 1899 yilinda baslamasina ragmen, ticari anlamda bir

yag bitkisi olarak yetistirilmesi 1950 yilinda baslamistir [8].

2.1.1. Orjini ve Yabani Tiirleri

Bugiin hi¢ kimse tam olarak, aspir bitkisinin ne kadar zaman 6nce
ve nerede Kkiiltiire alindigin1 bilmemektedir. Yaklagik 4.000 yil once,
Mezopotamya’nin da dahil oldugu “Bereketli Hilal” bolgesinde kiiltiire
alindigina inanilmaktadir [5]. ilk defa Misir’da kiiltiire alindig ile ilgili
bilgiler daha fazla kabul gdrmektedir. ilk kiiltiire alindig1 bolgeden hem
dogu hem de bati yoniine genisleme gosterdigi diisiiniilmektedir. Bu
amagla, Uzak Dogu, Hindistan-Pakistan, Orta Dogu, Misir, Sudan,

Etiyopya ve Avrupa olmak iizere, cografi olarak 7 farkli “Benzerlik



Merkezi” oldugu fikri ortaya atilmistir [9]. Her bir merkez igerisinde yer
alan aspir materyalleri, bitki boyu, dallanma, dikenlilik, ¢igek rengi ve
tabla biiylkligii acgisindan birbirine benzerlik gosterse de, merkezler
arasindaki morfolojik farkliliklar, her zaman mevcuttur. Bu merkezler

igerisinde yer alan bolgeler asagidaki gibidir.

Uzak Dogu: Cin, Japonya ve Kore

Hindistan-Pakistan: Hindistan, Pakistan ve Banglades
Orta Dogu: Afganistan’dan Tirkiye’ye, eski  Sovyetler

Birligi’ninGiiney Cumhuriyetleri’nden Hint Okyanusu’na kadar olan
bolge

Misir: Aswan bolgesinin kuzeyi ve Nil nehri sinir1

Sudan: Kuzey Sudan’da Nil nehri sinir1 ve Misirin giineyi
Etiyopya: Etiyopya

Avrupa: Cezayir, Fransa, Italya, Fas, Portekiz, Romanya ve Ispanya

Vavilov (1952) Kkiltiri yapilan aspir bitkisinin (Carthamus
tinctorius L.), Hindistan, Afganistan ve Etiyopya olmak tizere 3 gen
merkezi oldugunu Onermistir. Daha sonra, Kupzow (1932), aym

merkezleri Onermistir.

Bugiine kadar, Carthamus tiirlerinin filogenetik arastirmalari, ya
cins igerisindeki seksiyonlarin sinirlarini belirlemek ya da aspir ¢esitleri
arasindaki iligkileri aragtirmak i¢in DNA parmak izi metodolojisinin
gelistirilmesi tizerinde yogunlasmistir [10,11,12]. Her bir seksiyon (cins ile
tiir arasinda bir grup) igerisindeki, birbirine yakin akraba tiirlerin
birbirleriyle iliskileri tam olarak anlagilamamis olup, ayrica, orijin ve ilk

evrimi hakkinda detayh bilgiler hala eksiktir.

Giinlimiizde aspir bitkisinin, bat1 ve kuzeybatida, Orta Anadolu’dan
Liibnan ve Israil’e ve doguda Hindistan’a kadar uzanan bdlgede yer alan
ve birbirleriyle yakin iliski igerisinde olan diploid (2n=24 kromozom) tiir,
Carthamus’a ait oldugu bilinmektedir [13]. Carthamus tinctorius’a ilave
olarak, bu seksiyon igerisinde, C. curdicus Hanelt, C. gypsicola lIljin, C.
oxyacanthus Bieb. (= C. oxyacanthaM.Bieb.), C. palaestinus Eig, ve C.



persicus Desf. Ex Willd. (= C. flavescens Spreng) da yer almaktadir [11].
Bu tiirler birbirleriyle belirli bir dereceye kadar melezlenebilmektedir.
Carthamus curdicus ve C. palaestinus tiirleri genellikle, sirasiyla Kuzey
ve Giiney Israil’de yaygin iken, C. persicus, C. gypsicola ve C. oxyacantha
tirleri daha cok, genis olarak, Orta Dogu bdlgesinde yaygin olarak
goriilmektedir [14]. Aspir bitkisinin orijini tizerindeki arastirmalarda, C.
persicus tiriiniin muhtemel atasi olarak Onerilse de, esas olarak C.
oxyacantha veya C. palaestinus iizerinde yogunlasmistir. En son yapilan
caligmalarda, giiniimiizde yetistiriciligi yapilan tiir olan Carthamus
tinctorius’un, muhtemelen, yabani bir tiir olan C. palaestinus’tan tiiremis
oldugu ve aspir bitkisinin atasi olarak kabul edilmesi gerektigi goriisii

hakim duruma gelmistir [6,12,15].

Guniimiizde kiltiri yapilan Carthamus tinctorius, C. oxyacantha,
C. palaestinus ve C. flavescens ile ¢ok yakin akraba olup, kromozom
sayilar1 24 tiir. C. flavescens (= C. persicus) ve C. oxyacantha tiirleri,
sirastyla Tiirkiye, Suriye ve Iran’ da ve Irak’tan Kuzey bati Hindistan’a
kadar olan genis alanlarda yabanci ot olarak, yaygin olarak yetismektedir.
C. palaestinus ise, israil’den bati Irak’a kadar uzanan ¢l alanlarda yaygin
olarak yetismektedir. Bu 4 tiir de [C. tinctorius, C. oxyacantha, C.
palastinus ve C. flavescens (= C. persicus)], birbirleri arasinda kolaylikla
melezlenebilmekte ve tohum alinabilmektedir. Bu durum, 6zellikle bazi
hastalik ve zararhilara dayaniklilik veya toleranslilik agisindan 1slah

calismalarinda, yabani formlardan gen aktarilmasinda 6nemli bir olaydir

[4, 6, 12].



Sekil 2.1. Aspir formlari-Carthamus tinctorius L.(Kiltiir),

Carthamus oxyacantha ('Yabani)

Ilk yapilan caligmalarda, Carthamus cinsinin 60 farkli tiiriiniin
oldugu ifade edilmis olmasina ragmen [16] daha sonraki yillarda yapilan
calismalarda, bu say1 25’e disiiriilmiistiir. Vilatersana ve arkadaslarinin
[10] yaptiklart molekiiler analizlerde, yabani tiirlerin 18 adet oldugunu ve
bunlarin kromozom sayilarina goére 4 guruba ayrilmasi gerektigini
onermistir. Carthamus tinctorius L., yani bugiin yetistiriciligi yapilan tiir
icerisinde hem dikenli hem de dikensiz tipler olmasina ragmen, bu tiir
haricindeki biitiin tiirler dikenli olup, i¢erisinde dikensiz formlar1 yoktur.
Kisacasi giintimiizde diinya iizerinde degisik bolgelere yayilmis ve sadece
o bolgeye has hale gelmis 25 farkli aspir yabani tiiriiniin oldugu bilinmekte
ve kabul edilmektedir [4, 6]. Var olan bu 25 yabani tiirden, 11 tanesi,
kromozom sayilarina, morfolojilerine ve melezlenme kolayligina gore, 4
gruba ayrilmistir [17]. Daha sonra, bazi arastiricilar, tiirleri 5 grupta
toplamiglardir. Bazi tiirlerin kromozom sayilart tartigmali ve alt tiirlerde

oldugundan asagida, 6rnek olarak 16 ana tiir verilmistir.

Grup I (2n=24): C. oxyantha, C. palaestinus, C. tinctorius, C. nitidus

ve C. flavescens

Grup Il (2n=20): C. alexandrinus,C. glaucus,C. syriacus,C. tenuis

ve

C. analoticus
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Grup Il (2n=22): C. divaricatus
Grup IV (2n=44): C. lanatus

Grup V (2n=64): C. baeticus. C. arborescens, C. caeruleus ve
C.turkestanicus

Yabani tiirlerin 3 temel kromozom sayisina (x= 10, x=11 ve x=12)
sahip oldugu kabul edilmektedir. Diploid (2n= 2x) formlar1 oldugu gibi,
poliploid (2n= 4x, 2n= 6x) formlar1 da Diinya {lizerinde farkli bolgelere
yayilmig durumdadir. C. tinctorius tirii de dahil olmak iizere, yabani
tiirlerin biiyiik bir c¢ogunlugu diploid formundadir. Diploid formlar,
ornegin Carthamus tinctorius, 2n=2x=20, 2n=2x=22 ve 2n=2x=24
seklinde genom yapisina sahip olabilirler. Fakat, bugiin diinya {izerinde
yetistiriciligi yapilan C. tinctorius, 12 temel kromozom sayisina (x=12)
sahip olup, 2n=2x= 24 kromozomludur. Kiltiirii yapilan aspir bitkisinin
atasi, diger bir ifadeyle gen kaynagi olarak kabul edilen, C. oxyacantha, C.
palastinus ve C. flavescens (= C. persicus) tirleri de, 2n=2x= 24

kromozomlu olup diploid formundadirlar [6, 9, 12, 17].

Carthamus leucocaulos ve C. glaucus gibi yabani tiirler, 10 temel
kromozom sayisina (x=10) sahip olup, 2n=2x= 20 olup diploid
formundadirlar. Temel kromozom sayisi 11 olan (x=11) tek #ir C.
divaricatus, sadece Libya’da sinirli bir alanda dogal olarak yetismektedir.
Bu tiirde, beyaz ve sar1 ¢icek rengi yaninda, pembe cicek rengini de
gormek miimkiindiir. Kendisiyle uyusmazlik problemi olup, temel
kromozom sayis1 10 olan tiirlerle melezlendiginde kismen fertil yavrular
elde edilebilmektedir. C. tinctorius ile melezlenmesi miimkiindiir ancak,
elde edilen yavru doller tamamen sterildir. Diger bir tiir olan ve {ilkemizde
Trakya bolgesinde yaygin olarak yetisen C. lanatus,poliploid formunda
olup, 2n=2x= 44 kromozomludur. Bu tiiriin, 2n= 20 ve 2n= 24
kromozomlu tiirler arasindaki melezlenmeden ve daha sonraki kromozom
katlanmasindan ortaya ¢iktigi tahmin edilmektedir. C. turkestanicusveC.

baeticus tiirleri ise, yine poliploid formunda olup, 2n=2x= 64



kromozomludur. Bu tiirlerin ise, C. lanatus(x=22) ile 2n=20 kromozomlu
bir tiirlin melezlenmesi sonucu ortaya c¢ikmis olabilecegi tahmin
edilmektedir [6, 9, 17, 18, 19]. Bu tiirler de, lilkemizde yaygin olarak

bulunmaktadir.

Diinya iizerinde mevcut oldugu kabul edilen 25 tiirden sadece
Carthamus tinctorius L. tiirii, yag bitkisi olarak biitiin Diinya’da tarimi
yapilan tek kiiltiir formudur. Bu tiir, beyaz, kirmizi, sar1 ve turuncu gibi
cicek renklerine sahiptir. Diger biitlin tiirler ise, diinyanin farkh
bolgelerinde, iilkemiz de dahil olmak iizere, dogal olarak yabanci ot
formunda yetismektedir. Bu tiirlerde ise, kiiltiir formunun sahip oldugu
cicek renkleri yaninda, mavi, mor, ve pembe gibi ¢icek renklerini de

gormek mimkiindiir.

Cigek renkleri yaninda tiirler arasinda, tohum renkleri agisindan da
genis bir varyasyon bulunmaktadir. Ornegin, kiiltiir formunun tohumlari
genellikle beyaz ve krem renklerinde oldugu halde, yabani tiirlerde, koyu
kahve, acik kahve, gri ve siyah gibi renklerde tohum gérmek miimkiindiir.
Bu yabani tiirler, 1slah c¢alismalarinda gen kaynagi olarak

degerlendirilmektedir [6, 9, 18, 19].

2.1.2. Genetik Yapisi, Islah1 ve Melezleme Teknigi

Aspir bitkisi (Carthamus tinctorius L.)diploidformunda, temel
kromozom sayis1 x= 12 olup, toplam kromozom sayis1 ise, 2n=2x=24 diir
[17]. Cigekleri, tabla seklinde dallarin ucunda yer almaktadir. Tabla
iizerinde ise, ¢ok sayida cigekcik yer almaktadir. Bu sayi, cesitlere gore,
yetisme sartlarina gore degisiklik gosterebilir. Cigekgikler tiip seklinde
olup, dollenme sonucu her biri tohum baglayabilmektedir. Cigekgiklerde,
5 adet ¢anak yaprak, 5 adet tag yaprak, 1 adet disi organ ve 5 adet de erkek
organ bulunmaktadir. Bes adet erkek organ birlesik halde bir tiip
seklindedir (Sekil 2.2 ve Sekil 2.3) Disi organ bu tiip igerisinde uzayarak,
anter keseciklerinin patlamasiyla polene bulanarak tozlanmaktadir.

Tozlanmay1 takip eden 2 saat igerisinde, polen tanesi disi organ {izerinde



c¢imlenerek disicik borusu icerisinde ilerler ve yumurtaliga ulasarak

dollenme islemi tamamlanir[6,20].

Tabla igerisinde c¢i¢ceklenme en dis siradan baslayarak, tablanin
merkezindeki siralara dogru ilerler. Bu siire tek bir tabla i¢in 3-4 giin ile 1
hafta arasinda degisebilir. Bir bitkideki tablalarin tamaminin ¢igeklenmesi,
yetisme sartlarina bagl olarak 4 haftaya kadar siirebilir. Kendine déllenen
bir bitkidir. Kendine déllenme orant % 100’ lere ulasabildigi gibi, ¢cok
ekstrem sartlarda, genotipe ve bdceklerin faaliyetlerine bagli olarak,
Ornegin, disi organin tiip icerisinde yukar1 dogru uzamasi sirasinda, anter
keseciklerinin es zamanli olarak olgunlagsmamasi nedeniyle patlayarak
erkek tozu verememesi sonucu, tozlanamadan uzayan disi organin, bir
bocek yardimiyla tozlanmasi nedeniyle, bir miktar yabanci tozlanma da
goriilebilir. Yabanci tozlanmada riizgarin herhangi bir rolii yoktur [6, 12,

20, 21].

Kendine déllenen bir bitki oldugu icin, aspir 1slahinda da kendine
dollenen bitkilerde uygulanan 1slah metotlar1 uygulanmaktadir. Amag bir

varyasyon igerisinden arzu edilen tek bitkilerin se¢ilerek saflastirilmasidir.

Sekil 2.2.Aspir tablasinda agmis ve tozlanmay1 tamamlamis ¢icekgikler
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Sekil 2.3. Bir aspir ¢igek¢iginin uzunlamasina kesiti. A:Cigekeik, B: Tamamen
biyitiilmiis anterler ve disi organ.Style, Stigma: Disi Organ, Ovary: Yumurtalik
(tohum taslagi), Anther: Erkek organ, Petal: Tag¢ Yapraklar, AntherTube: Anterlerin
birlesmesiyle olusmus tiip seklinde yapi, Corolla Tube: Tozlanmadan sonra ¢imlenen
polenin agagiya dogru uzayarak indigi disicik borusu

Bu nedenle, var olan bir varyasyon igerisinden, diinyanmin farkh
bolgelerinden toplanmis aspir popiilasyonlari igerisinden tek bitki secilerek
(saf hat seleksiyonu) gesit gelistirme, diger bir ifadeyle seleksiyon metodu
en fazla basvurulan metotlardan birisi olup hala yogun olarak
kullanilmaktadir.Bunun yaninda, yine varyasyon olusturmak i¢in en ¢ok
kullanilan metot melezlemedir. Bu yolla, farkli ebeveyn bitkilerde bulunan
ozelliklerin melezleme yolu ile (kombinasyon 1slah1) tek bir bitkide

toplanmas1 amaglanmaktadir.
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Varyasyon olusturmak icin kullanilan bir diger metot mutasyon 1slahidir. Mutasyon
amaciyla genellikle Kobalt 60 1s1n1 kullanilmaktadir. Béylece, mutasyon sayesinde bitkide

bulunan kromozomlar ve iizerindeki genler yeniden dizilerek farkli bireyler olusmaktadir.

Aspir 1slahinda, belirli amaglar dogrultusunda melezleme programi yapilir. Aspir

1islahinda temel amagclar sunlardir [6, 12, 20].

. Yiiksek tane verimi

. Yiiksek yag orant

. Yiiksek oleik yag asidi

. Erkencilik

. Ince kabuk

. Dikensizlik

. Hastaliklara dayaniklilik (6zellikle pasa dayaniklilik)

. Zararlhlara dayaniklilik (6zellikle aspir sinegine dayaniklilik)

Arzu edilen karakterlere sahip cesitlerden biri ana digeri de baba ebeveyn olarak
belirlenir ve melezleme islemi yiiriitiilir. Ana olarak kullanilacak ebeveyn iizerinde
emaskiilasyon islemi (erkek organlarin uzaklastirilmasi) yapilmak zorundadir. Bu islem,
tozlama yapilmadan bir giin 6nce aksamiizeri yapilmalidir [6, 20, 21]. Bir makas ve cimbiz
yardimiyla bu emaskiilasyon islemi gerceklestirilir. Ana olarak kullanilacak bitkideki
tablalarda yaklasik 5-6 ¢icekg¢ik agmaya baslamis ise, emaskiilasyon i¢in uygun zaman
demektir. Bu tip tablalar, bir sivri u¢lu makas yardimiyla, tablanin alt kismindan 3-4 mm
yukaridan dairesel olarak kesilerek agilir ve agmis cicekler ile aymi sirada bulunan diger
cicekler, kendilenme riskine karsi tabladan cimbiz yardimiyla uzaklastirilir. Kalan tiip
seklindeki agmamis ¢icekgikler, bogumlarindan veya hemen 2-3 mm altindan cimbiz ucu ile
tutulur ve kendi lizerine biikiilerek o noktadan kirilmasi saglanir. Daha sonra, cimbiz ucu ile
hafifce tutularak yukariya dogru itilir ve disi organin aciga ¢ikmasi saglanir. Her tablada,
yaklasik 8-20 arasi cigekcik emaskiile edilir ve geri kalanlar cimbiz yardimiyla tabladan
uzaklastirilir. Emaskiile edilen tablalar, herhangi bir yabanci tozlanma riskine karst yaglh
kagittan yapilmis bir kese kagidi ile kapatilir. Kese kagidi lizerine, melezleme yapilacak ana

ve baba ebeveynler yazilir. Ayni giin, baba olarak kullanilacak bitkiden alinan tablalar saph
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olarak kesilir ve bir kapta su igerisinde ertesi giine kadarbekletilir. Babalar ertesi sabah
saatlerinde anter keseciklerini patlatacaklardir ve tozlama igin gerekli polenler hazir hale
gelecektir. Ertesi sabah, toz vermis olan baba bitkinin tablalari, ana olarak hazirlanan
tablalardaki disi organa asagidan yukariya dogru nazik bir sekilde siiriiliir. Disi organ tirtikl

oldugu i¢in, polen tozlarin1 hemen tutacaktir. Tozlama isleminden hemen sonra, ana bitkinin

tablalar1 kese kagidi ile tekrar kapatilir [6, 12, 20].

Tozlama isleminden yaklasik 8-10 giin sonra, tohum tutma kontrol edilir. Eger tohum
olusumu gercgeklesmis ise, melezleme basarili, eger tohum olusumu gerceklesmemis ise
melezleme basarisiz olmus sayilir [6, 12, 20]. Tohum tutmanin ger¢eklesmis olmasi tek
basina melezlemenin basarili oldugunu gostermez. Bunun yaninda, ebeveynlerde bulunan
dominant karakterlere gére de melez kontroliiniin yapilmasi zorunludur. Ciinkii dominant
karakterler F1 kademesinde kendini gosterir. Bazi dominant karakterler sunlardir; koyu ¢igek
renkleri beyaz ¢icek rengine; koyu tohum renkleri beyaz tohum rengine; dikenlilik,
dikensizlige; beyaz tohum, ¢izgili tohuma; uzun boyluluk, kisa boyluluga; linoleik yag asidi,
oleik yag asidine dominanttir. Yapilan melezlemenin dogru olup olmadigini anlamak igin,
dominant karaktere sahip ebeveyn her zaman baba olarak kullanilmalidir. Bu durumda,
ornegin dikensiz bir ebeveynle dikenli bir ebeveyn melezlendiginde Fi’lerin hepsi dikenli

degilse, o melez yanlistir.

Ana bitkinin tablalarindan alinan melez tohumlar, yillar itibariyle ekilerek,
uygulanacak seleksiyon yontemine gore Fe veya F7 kademesine kadar getirilir ve durulma
saglanan hatlar (% 97-98’lik homozigotluk) sirasiyla, 6n verim, verim ve bdlge verim
denemelerinde mevcut ¢esitlerle, arzu edilen karakterler agisindan kiyaslamali olarak test
edilir. Yapilan degerlendirmelerde mevcut ¢esitlerden iistiin oldugu belirlenen hatlar tescile
teklif edilerek aspir ¢esit 1slah1 ger¢eklestirilmis olur. Uzun yillardir seleksiyon islemi sadece
morfolojik goriiniime (gozle goriilebilen karakterler) gore yapilmakta olup ancak, son
yillarda biyoteknoloji sayesinde bazi karakterlerin, Ornegin yag orani, yag asitleri ve
hastaliga dayaniklilik gibi, daha fide doneminde iken markoér yardimiyla belirlenmesi, 1slah
calismalarinda seleksiyonun basari oranini arttirmis ve seleksiyonlar daha bilingli olarak

yapilmaya baglanmistir [6,12,15].
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2.2. Oleik Yag Asidi - Omega-9 (9-Cis-Oktadecenoic Asid)

Oleik yag asidinin kimyasal yapisi, CH3z (CH2)7 CH=CH(CH.)7COOH seklinde ve
karbon atomu sayisi 18 olup, yapisinda 9. ve 10. karbonlar arasinda bir tek cift bag
bulundurmaktadir ve C 18:1 olarak ifade edilmektedir. Bilinen en 6nemli oleik asit kaynagi,

zeytin yagidir [22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29].

En 6nemli oleik yag asidi (omega-9) kaynag1 olarak zeytin yagi bilinmesine ragmen,
oleik yag asidi igeren aygigegi, aspir, yerfistigl, soya ve kolza gibi bitkilerin oleik tipleri

bugiin diinya tizerinde farkli bolgelerde ekilmektedir [30].

2.2.1. Oleik Yag Asidi Sentezi
Yag bitkilerindeki oleik yag asit miktar1 gliserol tarafindan kontrol edilmektedir [31].

Bitkilerde yag asitleri biyosentezi, sadece hiicre igerisinde yer alan plastitlerde
gerceklesmektedir. Bu  islem, ¢ozilebilir SACPD (Stearoyl-Acyl Carrier Protein-

Desaturase) enziminin aktif oldugu durumda gergeklesir.

Tekli doymamis yag asidi olan oleik yag asidini (18:1) olusturmak i¢in, bu enzim,
doymus yag asidi olan stearik asidin (18:0) karbon 9 konumuna bir adet cis-isomer ¢ift bag
(cis-isomer ¢ift baglarda, baglar bir arada degil, aralarinda bir metilen ayiric1 vardir)
girmektedir. Diger bir ifadeyle, bu SACPD enzimi, ¢ift bag icermeyen doymus yag
asitlerine, ki bunlarin karbon sayilar1 16 veya 18 dir, tam ortadan yani 9. karbondan bir ¢ift
bagi icerideyer alir. 9. Karbon olmasinin sebebi; oleik yag asitleri tek bir ¢ift bag
icermektedir ve bu cift bag 9. ve 10. karbonlararasindadir. Ornegin, 18 karbonlu ve hig ¢ift
bag icermeyen doymus yag asidi olan stearik aside (18:0), SACPD enziminin aktif olmasi
sayesinde tam ortadan 9. karbon konumundan bir adet ¢ift bag eklenir. Bu durumda doymus
yag asidi, stearik asit (18:0), bir ¢ift bag kazanarak yine 18 karbonlu tekli doymamais bir yag
asidi olan oleik yag asidine (18:1) doniismektedir [31, 32, 33, 34].
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Stearic Acid. 18 carbon saturated fatty acid (18:0)

Sekil 2.4. SACPD enziminin aktif olarak yer aldigi, doymus yag asidine, bir ¢ift bag
eklenmesiyle olusan bir tekli doymamuis oleik yag asidini gésteren bir 6rnek olusum [31, 32, 33,

34].

Bitkilerde bu doniisiimiin gergeklesebilmesi icin, ilk basamak, AsetilCoA’nin geri
doniilmez bir reaksiyonla, MalonilCoA’ya donilismesidir. Bunun i¢in, AsetilCoA Karboksilaz
enzimi katalizorliigiinde, AsetilCoA ve COz’den MalonilCoA olugmaktadir. Burada, yag
asidi biyosentezi i¢in, AsetilCoA ile birlikte, NADPH, ATP, Mn*? CO> kaynag1 olarak HCO"
% (Bikarbonat) vebiotin gereklidir. Bu doniisiim Sekil 2.4 ’teformiile edilmistir [31, 32, 33,
34].

Daha sonra MalonilCoA, ACP (Acyl Carrier Protein) ile reaksiyona girerek
MalonilACP’yi olusturur. Yag asidinin sentezlenmesinde, ilk asamada, AsetilCoA’daki bir
asetat grubu, enzimdeki sisteine baglanir ve devaminda Malonil-ACP ile birleserek

Asetoasetil-ACP’yi olusturur.

Daha sonra 3. Karbondaki keto grubu, {i¢ enzimin etkisiyle, indirgenerek 4 karbonlu
yenti bir “Acyl” zinciri(Acyl-ACP = Biitiril-ACP) olusur. Enzimin katalizorliigli sayesinde,
bu 4 karbonlu asite (Biitiril-ACP) diger bir Malonil-ACP molekiiliinden 2 karbonlu bir
birimin eklenmesiyle karbon sayisi arttirilir. Bu islem, yag asidi zincirinde 16 veya 18
karbon olacak sekilde devam eder. Olusacak 16 karbonlu (16:0) ACP’ler yag asidi sentez
sisteminden ayrilirlar. Diger yandan, sentez sisteminde olusacak 18 karbonlu ACP (18:0-
ACP) molekiilleri, desaturaz enzimi tarafindan 18:1-ACP’ye doniistiiriiliir. Bu islemler,

plastitlerde tekrar tekrar gergeklestigi igin, bazi yan iriinler de ortaya ¢ikar (Sekil 2.5)[35].
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Sekil 2.5.Bitki hiicrelerindeki plastitlerde gergeklesen oleik asit sentez dongiisii[35]

2.2.2. Aspirde Yag Iceriginin Genetik Kontrolii

Geleneksel aspir yag1 yiiksek seviyede linoleik asit igerir (>70%) bu &zelligi yagh tohumlu
bitkiler arasinda essiz bir 6zelliktir. Aspirin yiiksek oleik yag asiti icerdigi gen kaynaklarinda
tanimlanmistir. Yiksek oleik iceren yaglar, doymamis yag seviyesi yliksek olan yaglara gore
oksitatif stabilitesi daha iyi olan, kolestrol diisiiriicii etkisi ile gida ve gida dis1 kullanimlarda fazla
tercih edilmektedir. Yiiksek oleik asit igeren aspirin baglangicta toplam yag asidinin %64 ile

%83’1i arasinda oleik asit i¢erdigi, bunun da tek bir Ol lokusunda yer alankismen ¢ekinik olan
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“ol ” allelleri tarafindan kontrol edildigi bildirilmistir. Ol alleli tagiyan yabani tip aspir bitkisinde
%10 ile %15 oleik asit iiretilirken ayn1 lokusta yer alan bir diger allel olan ol'in homozigot oldugu
kosullarda %35 ile %50 arasinda oleik iretilmektedir[36]. Fernandez-Martinez ve arkadaslar
[37] aspir gen kaynaklarinin daha 6nce bildirdiginden daha fazla (%86-91) oleik asit igerdigini
tespit etmistir.Hamdan ve arkadaslar1[38] resesif ol allelleri tarafindan tiretilen yiiksek oleik asit
miktarinin, modifiye genler ile birarada yer aldiginda oleik asit igerigi lizerinde olumlu etkiye
sahip oldugunu gostermistir. Modifiye genler ile Ol allelleri tarafindan tiretilenoleik asit i¢eriginin
belirlenen miktarlarin istiine ¢ikarilabilecegi daha 6nce Knowles tarafindan onerilmisti [36].
Hamdan ve arkadaslar1[38]; modifiye genlerin,ol allelleri tasiyan gen kaynaklarinda beklenen
seviyenin altinda iiretilen oleik asit igerigindeki etkisini de tanimlamistir.Modifiye genlerinoleik

asit igerigi tizerindekiolumsuz etkinin aynisinin aygiceginde de goriildiigii bildirilmistir [36].

Yag asitlerindeki biyosentetik ¢alismalarda, mikrozomal enzim oleoil-fosfatidilkolin
desatiiraz (FAD2), oleik asitten (18:1) linoleik asite (18:2) desatiirasyon adimini Katalize eder.
FAD2 geninin Arabidopsis ve misir gibi bitkilerde sadece tek bir kopyasi oldugu tanimlanirken
aycicegi, soya fasiilyesi ve kanola gibi yag bitkilerinin genomunda genin birden fazla kopyasi
bulunmaktadir [36]. Tohuma 6zgii mikromozal FAD1 (FAD2-1)’in birden fazla kopyasinin
bulundugu yag bitkilerinde tohumdaki oleik asit seviyesinin artisindan bu durumun etkili oldugu

kanitlanmastir [36].

Son donemlerde aspirde ti¢ farkli FAD2 (FAD2-1, FAD2-2, ve FAD2-3) geni
belirlenmistir [36]. Onlardan, FAD2-1gelisen tohumlarda giiglii bir sekilde bulunur ve
aycicegindeki FAD2-1 ile ¢cok benzerlikleri vardir. Buna gore, aspirde FAD2-1 tarafindan
kodlanan enzim fonksiyonundaki degisiklik, bitkide yiiksek oleik asit 6zelligi iliskili bir faktor
olarak varsayilmaktadir. Diger yagli tohum bitkilerinde FAD2 tiyeleri mevcut olup, FAD2-1
tohum gelisimi sirasinda yiiksek anlatim yaparken, FAD2-2 ve FAD2-3 ise disiik anlatim
yapmaktadir veya  “housekeeping gen”ler gibi ifade diizeyinde  degisiklik
gozlenmemektedir[36]. Hamdan ve ark.[36] tarafindan Ol geni sikica oleoil-fosfatidilkolin

desatiiraz FAD2-1 lokusuna baglantili olarak haritalanmistir.

Aspirde yiiksek linoleik asit igerigi ise resesif allellerden olusan tek bir lokus “Li”
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tarafindan kontrol edilir [36]. Aspirde niikleer erkek kisirligi (NMS) resesif durumda Ms
lokusunda belirlenmektedir.

Hamdan ve arkadaslari[40] Li lokusunun Ms lokusu ile baglantili oldugunu
bildirmislerdir. Yapilan haritalama c¢alismasinda IASCA39-1 ve IASCA37-1 markoérleri ile Ms
geni ve Li lokuslart haritalanmig, IASCA37-1’in Ms genine uzakligi 3.7 cM olarak belirlenmistir.
Ayrica Ms geni ve Li geni aras1 mesafedel1.8 ¢cM olup, iki gen arasinda yakin bir baglanma agik
bi¢imde goriilmektedir. FAD2-1 tohumlarin gelisimindeki linoleik asit sentezinde énemli bir rol
oynar ve aycicegi, kanola ve soya fasiilyesi gibi farkli yagl tohumlu bitkilerin de gosterdigi gibi
mustasyona ugradig1 zaman, linoleik asit sentezi bozulur, tohumlarda oleik asidin birikmesine yol
acar.

Buna ek olarak, Guan ve arkadaslar1 [39] yiiksek oleik ve standart genotipleri arasinda
FAD2-1 dizisi karsilastirirken, yiiksek oleik asit aspir genotiplerindeki FAD2- 1 ifadesinin tohum
gelisimi sirasinda standart (yiiksek linoleik) genotipler gore ciddi derecede diisiik oldugunu tespit
ettiler, bu yazarlar degistirilmis protein fonksiyonu ile ilgili olabilecek bir baglant1 buldular. Bu
caligmanin sonucunda, FAD2-1’in aspirdeki roliiniin 6nemli olduugu, Ol geninin temel lokusu
oldugu giiclii bir sekilde desteklenmektedir. Yiiksek oleik asit igerigini belirleyen aleller kismen
resesif oldugu igin, heterozigot genotipler tam anlamiyla homozigot yabani tiplerden ayirt
edilemez.Bu durum yiiksek oleik asit 6zelligi iizerinde durulan melez ¢aligmalarinda ol alleli
tastyan bitkileri segmeyi zorlastirmaktadir. Markor destekli seleksiyon (MAS) kullanilmasi, boyle
bir sinirlandirmay1 agmakta yardimci olabilir. Gelistirilen molekiiler markdorlerelit hatlarda ol
allellerini melezlemeyi biiyiik Ol¢iide destekleyecektir. FAD2-1 ile baglantili markorler

ongoriilebilir fenotipin se¢im i¢in uygun olabilmektedir[36].
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2.2.3. Oleik Yag Asidi Miktarini Etkileyen Faktorler

Bitkilerde bulunan oleik yag asidinin orani sabit degildir. Oleik yag
asidi, tek genle idare edilen ve resesif (¢ekinik) bir karakter olup,diger bir
doymamis yag asidi olan linoleik yag asidi ile orantili olarak bulunur. Oleik
ve linoleik yag asitleri arasinda gii¢clii negatif bir iligki vardir, diger bir
ifadeyle, her ikisi de ayn1 anda ne diisiik miktarda ve ne de yliksek miktarda
bulunabilir. Biri artarken digeri mutlaka azalir veya biri azalirken digeri
mutlaka yiikselir [41, 42].

Genetik olarak kontrol edilmesine ragmen, fazlaca g¢evre
kosullarindan etkilenmektedir. Diger bir ifadeyle, oleik yag asidi, genetik ve
cevre sartlarina baglidir. Bu etkilenme olumlu yénde olabildigi gibi, olumsuz

yonde de olabilir [43].

Ekim Zamani: Bazi bitkilerde bulunan oleik yag asidinin ekim zamani ile
degistigi bilinmektedir. Bazi1 bitkilerle yapilan ekim zamani ¢alismalarinda,
oleik yag asidi oraninin etkilendigi belirlenmistir. Ornegin, aspir bitkisinde
ekim tarihi geciktik¢e, oleik yag asidi miktar1 azalirken linoleik yag asidi
miktar1 artmistir [44].

Aycicegi gesitleri ile yapilan calismalarda, normal yazlik ekimler,
tohumlarda oleik yag asidini yiikseltirken, kislik ekimler tohumlardaki oleik

yag asidinin diigmesine neden olmustur [45].

Sicaklik: Oleik yag asidi igerigi, tane dolum donemindeki sicakliklardan
etkilenmektedir. Sicakliktaki her 1°C’lik artig, oleik yag asidi oraninda
yaklasik % 2 oraninda bir artisa neden olmaktadir [46, 47].

Antalya’da aspir bitkisiyle yapilan bir calismada, tane dolum
donemindeki sicaklik artislarin oleik yag asidi miktarini arttirirken, linoleik
yag asidi miktar1 dismiistiir [44]. Diinyanin farkli bolgelerinde aspir
bitkisiyle yapilan ¢alismalarda, diisiik sicakliklarin oleik yag asidi oranini
azalttig1, yiiksek sicakliklarin ise oleik yag asidini arttirdigi belirlenmistir
[48].
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Avustralya’da kolza bitkisi ile yapilan bir c¢aligmada, disiik
sicakliklarin kolzada oleik yag asidi miktarini azalttigi, yiiksek sicakliklarin
ise artisa neden oldugu belirlenmistir [49].

Aynmi etkiler aygicegi ile yapilan c¢alismalarda da ortaya
konulmusolup, ozellikle gece sicakliklarinin yiiksek olmasit durumunda,
oleik yag asidi oraninin yiiksek oldugunu, diisiik sicakliklarda ise, oleik yag
asidi miktarinin azaldigini ortaya koymustur. Yiiksek sicakliklarda oleik yag
asidi miktarmi arttirmada esas mekanizma olan yag asitlerinin birbirine
doniisiimiinde rol oynayan-6zellikle oleik asidin linoleik aside doniisiimiinde
etkili “Desaturaz”- enzimin faaliyetinin azaldigi, bu nedenle linoleik aside
doniisemeyen oleik yag asidi miktarinin artig gosterdigi tahmin edilmektedir
[50].

Yiiksek sicakligin oleik yag asidi miktar1 lizerine olan etkisi soyada
da ortaya konmustur. Soya bitkisinde iki farkli olgunluk grubundan gesitlerle
yapilan ¢alismada, g¢esitlerin oleik yag asidi miktarlari, yiiksek sicakliklarla
birlikte artis géstermistir [51].

Kurakhik: Aycicegi cesitleriyle yapilan calismada, biitlin ¢esitler, kurak
sartlardaki yetisme doneminde diisiik oranda oleik yag asidi olustururken,
yagmurlu sezondaki yetisme doneminde ise daha yliksek oranda oleik yag
asidi olusturmuslardir. Kurak sezonda, oleik yag asidindeki bu diisiis % 4-
14 arasinda degismistir [52].

Kolza ¢esitleriyle yapilan ¢calismada, kurak sartlarda oleik yag asidi
miktarinin diisiis gosterdigi belirlenmistir [53]. Kolza ¢esitlerinde, kurak
yetisme sartlarinda oleik yag asidi % 3.8 oraninda diislis gostermistir [54].

Soya c¢esitleri ile yapilan c¢aligmalar, kurak sartlarda oleik yag
asidinin artig gosterdigini ortaya koymustur [51, 55]

Giines Is1g1 (Solar Radiation): Arjantin’de farkli soya ¢esitleri ile yapilan
calismada, ¢esitler hem suni olarak gélgelenmis hem de direkt giines 1s181na
maruz birakilmistir. Direkt giines 15181 alan, daha fazla giinese maruz kalan

cesitlerde oleik yag asidi miktart daha yiiksek bulunmustur [56].
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Hibrit Aygicegi gesitleri ile yapilan ¢alismalarda da ayni sonuglar
almmustir. Ug hibrit aygicedi ¢esidinde, artan oranda giines 1s181a maruz

kalma, gesitlerdeki oleik yag asit miktarin1 arttirmistir [57].

Giibreleme: Oleik yag asidi miktar1 ile potasyum ve azot giibrelemesi
arasindaki iligki, pek c¢ok arastiricilar tarafindan agiklanmistir. Aygicegi
hibritleriyle yapilan bir arastirmada, potasyum giibrelemesinin oleik yag asit
oranini bir miktar azalttigini buna karsilik linoleik yag asitinde bir miktar
artisa neden oldugu ortaya konmustur [58].

Bagka bir arastirmada ise, yerfistig1 bitkisinde azot giibrelemesinin
oleik yag asidi orani ile iliskili oldugu belirtilmistir. Bu ¢alismada, azotlu
glibre dozu arttirildik¢a, oleik yag asidi miktar1 da diizenli olarak artig
gostermistir [59]. Kolza bitkisi ile yapilan bir calismada, Azot (N) ve Kiikiirt
(S) birlikte uygulandiginda, oleik yag asidi miktarinda yiikselme oldugu
gozlenmistir [60].

2.2.4 Oleik Yag Asidinin Kullanim Alanlar:

Saghk Alaminda: Saglik amach arastirmalarda, oleik yag asitleri,
arastiricilar tarafindan trigliseritlerden izole edilmektedir. Pek¢ok uzman,
oleik yag asidi igeren yaglarin, insan saglig1 agisindan tiiketilmesi gereken
yaglardan oldugu fikrinde birlesmektedir. Oleik yaglar (omega-9), ayni
zamanda kotii kolestrol olarak da bilinen, kandaki diisiik yogunluklu
lipoproteinlerin (LDL) oranmni azaltip, iyi kolestrol olarak da bilinen
yiliksek yogunluklu lipoproteinlerin (HDL) konsantrasyonlarini arttirarak

toplam kolestrol mikrarinin diismesine yardimei olmaktadir [61, 62, 63] .

Bunun yaninda, oleik tip yaglar (omega-9), kalp hastaliklarinin
gelisimini yavaslatmakta, viicutta serbest radikaller olarak da bilinen
zararl1 maddeleri yakalayan antioksidanlarin iiretimini tesvik etmektedir
[34, 61, 62]. Oleik yag asidi ayn1 zamanda, 6zellikle geng erkek cocuklarda
goriilen ve genetik bir bozukluk olan, sinir sisteminde sinir ndronlarini

koruyan ve yalittmim1 saglayan rahatsizligt olan (MS hastalig1 gibi)
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Adrenoleukodystrophy (ALD) hastaliginda da kullanilmaktadir. Miyelin
kilifi, bir sinir hiicresinden diger bir sinir hiicresine bilgileri elektrik
akimlar1 seklinde hizli ve dogru bir sekilde aktardigi i¢in, miyelin kilifinda
olusacak bir hasar, ALD (diisiinme ve hareket etmeyi engelleyen-kaslarin
kullanilamamas1) gibi pekcok ©nemli hastaliklar1 ortaya ¢ikaracaktir.
Miyelin kilif1 yag ve proteinlerden olusmustur. Oleik yagin 6zellikle zeytin
yaginin 4:1 oraninda kolza kaynakli erusik asit ile karisimindan elde edilen
ve diinyada Lorenzonun yagi olarak da bilinen bir karisim bu hastaligin
baslamasina engel olmaktadir [64, 65]. Bu karisim hala geng erkek
cocuklarina verilmektedir, ancak bu hastaligin gen tedavisi konusunda

calismalar devam etmektedir.

Oleik yag asidi (omega-9), 6zellikle gogiis kanserinin 6nlenmesinde
etkili bulunmustur. Baz1 gogiis kanseri hastalarinda, oleik yag asidi
tilketiminin “HER-2/neu” isimli kanser yapici onkogen’in faaliyetlerini
engelledigi ve kanser riskini azalttigi belirlenmistir. Oleik asit, aym
zamanda bazi ilaglarin etkinligini arttirmaktadir. Ornegin, gdgiis kanserine
kars1 hedef tedavi olarak uygulanan ve “HER-2/neu” kanser genine karsi

calisan “Herceptin” maddesinin etkinligini arttirmistir [34].

Gida Alaninda: Oleik yag asidinin (omega-9) saglik agisindan
degeri gida iireticileri tarafindan anlagilmis durumdadir. Bu nedenle, bu
yag asidinin salata soslarina eklenmesi, firinlanmis tirtinlere ilave edilmesi
ve en dnemlisi pek ¢ok hazir gida iiriinlerinde hayvansal yaglarin, 6rnegin

tereyag1 gibi, yerine kullanilmasi gibi gida alaninda kullanimi1 mevcuttur.

Oleik yag asidi, yumurta gibi dagilmay1 6nleyici, bir arada tutucu
gibi Ozellige sahiptir. Bu nedenle, ticari anlamda hazir gida tiretiminde
yumurtanin yerine, dagilmay1 onleyici ana karisgtm maddesi olarak oleik
yag asidi kullanilmaktadir. Oleik yag ile hazirlanacak ekmek, kek ve pasta
gibi gidalar, sogutma ihtiyac1 olmadan uzun siire tazeligini koruyarak

tikketime her an hazir olabilmektedir [66, 67].

Oleik yaglarin yanma dereceleri daha yiiksek oldugu icin, 6zellikle
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kizartmalarda kullanilmaktadir. Yanma derecesinin yiliksek olmasi,
kizartma yagiin renk degisimi olmadan daha uzun siireli kullanimina
imkan vermektedir. Bu deger normal bir aygigegi yag i¢in 180-190 °C
iken, yiiksek oleik yag asidi igeren herhangi bir yagda 210 °C ve
iizerindedir [66, 68, 69]. Ornegin, diger tip yaglarda kizartma yapilirken,
3-4 kizartma sonrasi yagda renk degisimleri olurken ve degistirmek
gerekirken, oleik tip yaglarda fazladan birka¢ kizartma islemi daha
yapilabilmekte ve ancak 5-6 kizartma isleminden sonra degisim

gerekmektedir.

Oleik yag asidi yliksek sicakliklarda yagin oksitlenerek bozulmasina
kars1 dayanikliligini arttirmaktadir. Bu nedenle, gida sanayiinde 6zellikle

konserve gida tiretiminde katki maddesi olarak ta kullanilmaktadir.

Oleik yag asidi (omega-9) ayrica, gidalarda kiif mantarina karsi
koruyucu olarak da kullanilmaktadir. Oleik yag asidinin buradaki gorevi,
saprofit olarak yasayan pek cok kiif mantar1 ve ekmek mayas1 mantari,
Saccharomycescerevisiae’nin gidalarda bozulmalara neden olmasina engel
olmaktir. Ozellikle, cabuk bozulabilecek gidalarda, 6rnegin salgalarda,
salganin lstiinli ortecek kadar oleik yag ilave etmek bozulmaya neden
olabilecek mantarlarin (6zellikle kiif mantarlar1) tiremesini ve gelismesini

belirli bir siire 6nlemektedir [70].

Kozmetik Alaninda: Oleik yag asidi giiniimiizde pek ¢ok kozmetik
firmas1 tarafindan yogun bir sekilde kullanilmaktadir. Bu kullanimin ana
gayesi, oleik yag asidinin ¢ok etkili bir nemlendirici olmasidir. Cilt
nemlendirici kozmetik iirlinlerinde ana madde olarak yer almaktadir. Cilt
besleyici 6zelligi nedeniyle, kozmetik firmalar1 tarafindan losyon ve
sabunlara ilave edilmistir. Normal losyon ve kremler cilt iizerinde kalirken,
oleik yag asidi (omega-9) igeren losyon ve kremler ciltte hizla emilerek
daha derinlere inmekte ve daha uzun siire etkisini siirdiirdiigiinden tatmin
edici sonuglar vermektedir. Oleik yag asidi, sampuanlarda, rujlarda, sa¢
bakim iiriinlerinde, tropikal kremlerde, bronzlagma iiriinlerinde ve temizlik

triinlerinde kullanilmistir [71]. Oleik yag asidi igeren zeytinyaginin
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yiizyillardir Italya ve Yunanistan’da cilt problemlerinde kullaniliyor
olmasi, oleik yag asidinin kozmetik alaninda 6nemli bir yere sahip

oldugunun en giizel bir 6rnegidir [71, 72].

Boceklerin Diinyasinda: Bal arilar1 ve karincalarin da dahil oldugu
pek ¢ok bocek grubunda, 6lmiis ve ¢lirimeye baslamis bireyler oleik asit
salgilamaya baslar. Feromon olarak bilinen ve bir ¢esit hormon olan bu
madde ancak koku ile algilanabilmektedir. Bocek kolonileri arasinda,
yaklasan bir tehlikeyi veya 6liim olayim birbirlerine haber vermek i¢in

kullanilan bir olaydir.

Bir bolgede, eger bir bocek yedigi bir seyden veya baska bir
tehlikeden Olmiis ise, salgiladigr bu oleik asit igerikli feromon, diger
bocekler tarafindan o bolgeden uzak durmak icin bir uyar1 olarak
algilanmaktadir. Bu olay, eger bir ar1 kovani icerisinde meydana gelmis
ise, bu kokuyu alan diger arilar, 6lmiis arilar1 kovan disina tasimaktadirlar.
Bu nedenle, oleik asit, genellikle “Oliimiin Kokusu” olarak da

adlandirilmaktadir [72].

2.3. Aspirle Tlgili Yapilan Calismalar

Aspir bitkisi ile ilgili birgok ¢aligma bulunmaktadir. Bu ¢alismalardan

tez konusu ile ilgili oldugu diisiiniilen ¢alismalarin bazilar1 asagida verilmistir.

Robbelen ve arkadaglari [73] diger yag bitkilerinde de oldugu gibi, serin
bolgelerde yetistirilen aspir bitkilerinde linoleik asidin, sicak bolgelerde
yetistirilen aspir bitkilerinde ise oleik asidin daha fazla sentezlendigini,
sicaklik artiglart linoleik asit aleyhine oleik asit sentezinin tesvik edildigini

bildirmislerdir.

Samanci ve arkadaglar1 [74], ii¢ farkli ekim zamaninin (25 Nisan, 5
Mayis ve 15 Mayis) ii¢ aspir ¢esidinde (Yenice 5-38, Dinger 5-118 ve 5-154)
yag orani, yag asitleri kompozisyonu oleik-linoleik asit oran1 (O/L) tizerine
etkilerini belirlemek amaciyla yiiriittiikleri arastirma sonuclarina gore aspir

cesitlerinin ve farkli ekim zamanlariin yag oran1 ve palmitik ve stearik asit
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lizerine etkisi dnemsiz, oleik asit iizerine etkisini 6nemli bulmuslardir. Geg
ekimlere dogru oleik asit orani1 diismiis, linoleik asit orani ise yiikselmistir.
Palmitik ve strearik oranlar1 her ii¢ ¢esitte de ge¢ ekimlere dogru azaldigini,

O/L oranin geg¢ ekimlere dogru diistiiglinii bildirmislerdir.

Armah-Agyeman ve arkadaslar1 [75], diinyada yiiksek oranlarda linoleik
asit igeren aspir ¢esitlerinin yaygin oldugunu, ancak son yillarda linoleik asit
tipinden baska 6zellikle zeytinyag gibi yiiksek oleik asit tipi aspir ¢esitlerinin
gelistirilmesine calisildigini, nihayet ABD’ de yiiksek linoleik asit igeren
cesitler yaninda, yiiksek oleik asit iceren aspir ¢esitlerinin de gelistirildigini

bildirmislerdir.

Askin [76], dogadan alinan yabani aspir (Carthamus persicus Wild)
bitkisinin ¢i¢cekten tohuma dogru gelisim peryodu takip edilerek yag asidi
bilesimindeki degisikliklerin incelendigi arastirma sonucunda, numunelerinde
baslica yag asidinin linoleik asit oldugunu, bu yag asidini sirastyla palmitik,

linolenik, oleik ve stearik asitin izledigini saptamistir.

2.3.1.Markore Dayal Seleksiyon (MAS)

Islah yoluyla istenilen karakterlerin aktarilmasi, tiirler arasi
melezlemelerle gergeklestirilir ve yeni bir ¢esitin gelistirilmesi uzun zaman
alan emek yogun bir siiregtir [77]. Onemli agronomik karakterleri tasryan
yabani tiirlerden 1slah materyallerinin gelistirilmesi, bu karakterlerin
bulundugu lokusla baglanti gdsteren molekiiler markorlerin belirlenmesi
ile hiz kazanmistir. Bu markdrlerin 1slah programlarinda istenen karakteri
tasityan bireylerin se¢iminde kullanilmasi, diger bir deyisle MAS, yeni

cesit gelistirilmesi ¢alismalarinda 6nemli avantajlar sunar [78].

Molekiiler markirlar, bir bireyin genomundaki bir gen bolgesi ya da
gen bolgesi ile iligkili DNA pargasini temsil etmektedir ve bireyler
arasindaki DNA dizi farkliliklarinin (polimorfik bélgelerin) saptanmasi
prensibine dayanmaktadir. Islah c¢alismalarinda kullanilacak MAS

sistemlerinin; yiiksek diizeyde polimorfizmi belirleyebilmesi, kodominant
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karakter tagimasi, tekrarlanabilir ve teknik olarak kolay uygulanir olmasi

son derece onemlidir [79].

Molekiiler markorler; protein markorler(izoenzimler) ve DNA
markorler olmak lizere ikiye ayrilir. Genetik diizeydeki farkliliklar protein
diizeyinde ya da DNA diizeyinde arastirilabilir. Onceleri farkliliklar daha
¢ok protein diizeyinde ele alinmistir fakat glinimiizde daha ¢ok DNA
diizeyinde calisilmaktadir.

Protein markorler  (izoenzimler) morfolojik  karakterlerle
kiyaslandiginda ¢ok daha etkili sonu¢ vermelerine karsilik; sicaklik, stres
kosullari, hastalik vb. faktorlerden etkilenmeleri ile etkili olduklar: yer ve
mevsimsel degisimlere gore farklilik gostermeleri nedeniyle kullanim
alanlarm sinirlanmaktadir. izoenzimler; kodominant 6zelligi, kolay
uygulanabilir ve maliyetinin diisiik olmasi ile sik kullanilan tekniklerden
olmasina karsin; teknige uygun enzimlerin az sayida olmasi, taze bitki
dokusuna ihtiya¢ duyulmasi ve ekolojik sartlardan etkilenmeleri 6nemli

olumsuz yanlaridir.

DNA markérleri; DNA iizerinde belli bolgeleri hedef alarak, degisik
bireylerin DNA’nin incelenen bolgesinde farklilik gosterip géstermedigini
ortaya ¢ikaran markorlerdir. Hibridizasyon temeline bagli yontemler,
RFLP teknigi (Restriction Fragment Length Polymorphism) ve PCR

(Polymerase Chain Reaction) dayali teknikler olarak ikiye ayrilir.

PCR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu) belli bir DNA dizisinin
cogaltilmas1 amaciyla uygulanan bir tiipte test yontemidir. Bakteriyel,
viral, bitkisel veya hayvansal herhangi bir kaynaktan gelen DNA dizileri
PCR ile ¢ogaltilabilir. PCR’a dayali teknikler; RAPD (Random Amplified
Polymorphic DNA ), AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism),
SSR (Simple Sequence Repeats), CAPS (Cleaved Amplified Polymorphic
Sequences),SCAR (Sequence Characterized Amplified Region) dir[80].

Tarimsal karakterlere 6zgiin molekiiler markor gelistirilme arastirmalari

diger yagli tohumlu bitkilerin aksine aspirde az olmustur. Aspirde molekiiler
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markorlerin kullanilmasi esas olarak; genetik ¢esitliligin degerlendirilmesi [81]
ve Carthamus cinsinin taksonomisi {izerine odaklanmistir [15]. Yazdi-Samadi
ve ark. [81] aspir katilimindaki degisiklikleri tespit etmek igin RAPD markor
kullanmiglardir. Ayrica Ravikumar ve arkadaslar1 (2005) RAPD markorler
kullanarak potansiyel mutantlar arasindaki polimorfizmleri arastirmislardir.
Sehgal ve Raina [82] Hint ¢esitleri lizerindeki degisimi degerlendirmek igin
RAPD ile birlikte ISSR ve AFLP markorlerini birlikte kullanmislardir. Son
yillarda; Johnson ve ark. [83], diinya aspir koleksiyonundaki genetik mesafeleri
incelemek i¢in AFLP markorleri kullanmig, Chapman ve ark.[15], aycigceginde
korunmus dizilere dayanan genel markdrlerdan bir dizi gelistirmis, marul ve
Arabidopsisde  karsilastirmali  haritalama ve filogenetik calismalari
Asteraceae’da yiirlitmiis, bazilarin1 basarli bir sekilde aspirde genis olarak
aciklamiglardir. Aspir 1slahinda kulanilmak iizere molekiiler markdr gelistirme
calismasi Hamdan ve arkadaslarina [40] kadar higbir arastirmada
yapilmamistir. Bu grubun ¢alismalarinda SCAR markérler; yiiksek linolenik
asit igerigi, niikleer erkek kisirlik, hydroxysafflor sar1 A birikimi ve yiiksek
gama tokoferol igerigini tespiti i¢in, sirasiyla Li, MS, HSya ve Tph2
genlerine baglantili olarak gelistirilmistir [40]. Aspirdeki SSR ve RFLP
markorlerindeki son gelismeler ile [15, 90, 92] bu tiiriin ilk genomik
baglanti haritasi [95] i¢in genomik ¢aligmalara temel olusturulmus, aspir
1slahinda kullanilabilecek 6nemli miktarda dizi bazli aday DNA molekiiler

markdorleri saglanmistir.

Tez ¢alismasinda SCAR markor kullanilmistir. Bu markorler bir gen
veya Ozellikle iligkili genomun belirli bir bolgesinden gelistirilen dominant
ya da kodominant markérlerdir, ¢ogunlukla genomda tek bir bolgeden

kaynaklanmaktadirlar [80].

2.3.2.Molekiiler Calismalar Aspirde

Aspir 1slahi i¢in molekiiler  yaklagimlar oldukca
sinirlidir.Molekiiler 1slah i¢in gerekli olan en 6nemli bilesenlerden biri
1slahin amacina uygun karakterizasyonu yapacakmolekiiler markorlerin

belirlenmesidir.Aspirdeki molekiiler markorlerin ¢ogu RAPD, ISSRs,
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AFLPdir.Bu markilar, bitkinin genom dizi bilgisi bulunmadig: ig¢indizi
bilgisine ihtiya¢ duyulmayanbu tip markérlertercih edilmistir. Bu tiiriin
genetik gesitliligini degerlendirmek igin temel olarak kullanilmaktadirlar
[81,82,83].

Basit dizi tekrarlari (SSR) ya da mikrosatalit markirlar okaryotik
genomlarda bol miktarda olan basit niikleotid tekrarlarindan olusur [84].
Yiiksek derecede polimorfizm igermeleri, tekrarlanabilir ve belli bir lokusu
isaretleyebilmeleri sebebi ile sayisiz bitki tiiriinde genetik haritalama ve diger
genomik uygulamalar i¢in tercih edilen markirlardir [85]. SSR markirlar:
gelistirmenin ilk maliyeti nispeten yliksek olsa da, birkez gelistirildikten sonra
PCR dayali olan bu markirlar diisiik maliyetlidirler. Ayrica;SSR markir
gelistirici yotemler ve SSR taramasi yapilabilecek zenginlestirilmis
kiitiiphanelerinin olusturulmasi SSR gelistirme siiresini ve maliyetini
onemli Ol¢iide disiirebilir [86]. Son zamanlarda bir takim arastirma
gruplariaspirdeSSR  markirin molekiiler 1slahdadegerli bir ara¢ olarak

gelistirilmesinin gerekliligini kabul etmistir.

Chapman ve arkadaslar1 [87] EST (Expressed sequence taq)
koleksiyonundanelde edilen 104 SSR markoriiniibu tiiriin  popitilasyon

genetigi analizleri i¢in kullanmiglardir[83].

Naresh ve arkadasalar1 [89] aspir melezlerinin tanimlanmasinda
kullanilmak tizere besayr1 EST-SSR markirin kullanilabilir oldugunu
yaymlamistir. Buna ek olarak; Mayerhofer ve arkadaslari[90] bugiine kadar
aspir i¢in en yiiksek SSR koleksiyonu (1000'den fazla) gelisimini bildirmis,
baslica genetik baglanti analizini baglatmiglardir. Bu yazarlar 153 polimorfik
EST-SSR ve 32 polimorfik SSR markoriinti aspir genomik kiitiiphanesinde
eslestirmisler, tanimlamislar ve bunlarni Carthamus igindeki tiirlerin
filogenetik analizi i¢in basariyla kullanmiglardir [91]. Diizglin bir genetik

harita elde edebilmek icin aspirde artan markir yogunluguna ihtiya¢ vardir
[92].

Yag bitkilerinde oldugu gibi aspireden elde edilen yagin kalitesini ve

besin degerini, yag asitleri kompozisyonu belirlemektedir.Yiiksek oleik asit
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iceren bitkisel yaglar yemeklik ya§ piyasasinda doymus yaglara oranla
oksidatif etkisinin sabitligi ve kolestrol diisiiriicti 6zelligi ile giderek daha ¢ok
tercih edilmektedir [93]. Ayrica yiiksek oleik yaglar sanayide farkli kullanim
alanlarina sahiptir [94, 95].

Aspir yagi, genel olarak toplam yag asitlerinin % 70' den fazlasi
linoleik asit olanyiiksek doymamis yag diizeyi ile karakterize edilmektedir
[96]. Aspir genetik kaynaklarindan temin edilen tohumlar yetistirilerek
yiiksek oleik yag asit i¢erigi olan ¢esitler basariyla saptanmustir [97, 98, 99].

Baslangicta yiiksek oleik yag asitli aspirin igeriginin toplam yag
asitlerinin %63- 84 degistigi, kismen ¢ekinik allellerol tarafindan tek bir lokus
olan Oltarafindan Kontrol edildigi bildirilmistir [100]. Yabani tip aspir
bitlilerinin Ol allerine sahip bireylerde % 10-15 kiyasla bir diger farkli allel
olan ol* ayn1 lokusta homozigot durumda tasiyan bireylerde %35-50 arasinda

oleik tiretmistir [100].

Knowles [101], biiyiik Ol lokusu disinda, aspirde ilk kez yiiksek oleik
asit olusumunu etkileyen modifiye genlerin olasiligini varsaymistir. Yazar
ozellikle, gozlenen transgresif ozellikli yiiksek oleik asit degerlerini bazi
melezlerde bir veya daha fazla modifiye genin varligi ile aciklanabilecegini
onermistir. Modifiye genler, pekistirmek veya biiyiik bir genin etkisini
azaltabilmek disinda bilinen bir etkiye sahip olmayan genler olarak
tanimlanmistir [102]. Buna ragmen, aspirde bu genlerin varlig: ve etkileri
simdiye kadar arastirilmamistir.Fernandez-Martinez ve arkadaslari
tarafindan [103] aspirde yiiksek oleik asit igerigine (%86-91) sahip cesitler

rapor edilmistir.
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BOLUM 3

MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal ve Melezleme Calismalari

Tez c¢aligmasina,
yiiriitiilen aspir 1slah ¢alismalar1 kapsaminda gelistirilen F7 kademesindeki
hatlar kullanilarak 2014 yilinin Nisan ayinda arastirma arazisine aspir
bitkilerinin ekimi ile baglanmistir. Melez ¢alismalarinin daha uzun siire

yapilabilmesi amaci ile bitkiler 20 ser giin aralikla 3 farkli donemde

ekilmistir.

1.donem ekim: 09.04.2014
2. donem ekim: 29.04.2014
3. donem ekim: 13.05.2014

Ekimi yapilacak materyal belirlenirken yiiksek ve diisiik oleik yag
asidi oldugu belli olan 6 hatla 5 farkli melez kombinasyonu yapilmais,

herhangi bir aksilik olmasi durumunda melez bitki sayis1 garanti altina

alinmistir.

Tablo 3.1. Melezde ana olarak segilen bitkiler

Trakya Tarimsal Arastirma Enstitiisii’nde

Hat isimleri Dikenlilik Cicek Rengi Oleik Orani
FA-L/11 dikensiz turuncu diisiik oleik
F7A-L/20 dikenli beyaz diisiik oleik
F-A-0O/6 dikenli beyaz yiiksek oleik

Tablo 3.2. Melezde baba olarak segilen bitkiler

Hat isimleri Dikenlilik Cicek Rengi Oleik Orani
F,A-L/31 dikenli turuncu diisiik oleik

FA-0/19 dikenli turuncu yliksek oleik
F7A-0/39 dikenli turuncu yiiksek oleik
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Melezlenecek bitki hatlar1 yiiksek oleik yag asitli melezler elde
edilecek sekilde ayarlanmis; ebeveynlerden biri yliksek oleik yag asitli hat
secilirken bir digeri diisiik oleik yag asitli olarak secilmistir. Bitkilerin
kendilenmis olmamasi, melezlerin garanti olmasi i¢in de; melez yapilacak
hatlarda ana ebeveynler c¢ekinik genetik ozellikliler segilirken, baba
ebeveynler baskin genetik 6zellikli secilmistir. Dikensiz analar ile dikenli
babalar melezlenerek dikenli melezler, beyaz c¢igcekli analar ile turuncu
cicekli babalar melezlenerek turuncu cigcekli melezler elde edilmistir.

Melez kombinasyonlar1 i¢in 3 ana 3 baba ile calisilmistir.

Sekil 3.1. Aspirde emaskiilasyon [104]

Melez c¢alismalarinda; aksam {lizeri tarladan alinan baba bitkiler,
polen elde edebilmek icin, su dolu bir bardagin i¢ine aliarak, kapali bir
kutuda bir gece bekletilmistir. Sabah bitkiler kontrol edildiginde, istenen
polen olusumu goézlenmistir. Ana olarak secilen bitkiler de bir giin 6nceden
emaskiilasyon yapilarak, tabladaki diger erkek organlar ortamdan
uzaklastirilarak kendilenme olmasi1 engellenmistir. Kagit zarfla kapatilarak
bir gece beklenmistir. Ertesi sabah hazirlanmis olan baba bitkinin polenleri
ana olarak se¢ilen bitkiye verilmistir. Toz verilen bitkiler kii¢iik zarflarla

kapatilarak melez gerceklestirilmistir.
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Sekil 3.2. Aspirde toz verme, melez tohumlar [104]

Agustos 2014’te hasat gerceklestirilmis F1 tohumlar1 elde edilmistir.
Elde edilen melez kombinasyonlarindan 20 x 19 melezi ile ¢alisiimaya
karar verilmis, bu kombinasyondan fazla tohum elde edilmistir. Elde edilen
F1 tohumlar1 serada saksilara ekilerek yil kaybetmeden kendilenmis ve F2

tohumlari elde edilmistir.

Tablo 3.3. Melez Kombinasyonlari

Ana Bitki Hatlar1 | Baba Bitki Hatlar1 Melez
11 19 Dikenli,
yiiksek oleik asitli
11 39 Dikenli,
yiiksek oleik asitli
20 19 Turuncu ¢igekli, yliksek
oleik asitli
20 39 Turuncu ¢igekli, yliksek
oleik asitli
6 31 Turuncu ¢icekli, yliksek
oleik asitli

Ana hat, baba hat, F1 ve F2> tohumlar1 2015 Nisan ayinda enstitii
arazisine ekilmistir. Mayis ayinda, DNA izolasyonu yapmak igin geng ve
sagliklt bitki yapraklarindan numune alinarak -80°C derin dondurucuda
saklanmistir. Numune alinan bitkiler tek tek etiketlenerek arazide

isaretlenmistir. Agustos 2015°te hasat gergeklesmis, etiketli olan bitkilerin
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tohumlar1 yag analizi yapilmak lizere hazirlanmis ve taneden yag analizi
Trakya Universitesi Gida Miihendisligi Béliimii Laboratuvarlarinda

yapilmistir.

3.2. DNA izolasyonu

Yaprak orneklerinden DNA ekstraksiyon islemi, i-genomic DNA
(INtRON, kat no:17371) ekstraksiyon mini kitleri kullanilarak, iretici
talimatlarina uygun olarak yapilmistir. DNA ekstraksiyon kitin i¢inde yer

alan protokollerden dondurulmus yaprak oOrnekleri i¢in uygun olan

Protokol A uygulanmustir.

Sekil 3.3. Laboratuvar Caligmalari
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-80°C derin dondurucudan ¢ikarilan 6rnekler sivi azot i¢ine alinarak
2 ml tiiplere yerlestirilmis i¢lerine demir bilyeler atilmig, sivi azot ile

dondurulan yapraklar dgiitiiciide (RETSCH MM301) pargalanmustir.

Sekil 3.4. Doku pargalama

DNA izolasyonu protokolde belirtildigi sekilde 200 mg toz
halindeki o6rnek ile baslanmis, Orneklekler 1,5 ml tiiplere spatula ile
konmustur. Liziz buffer hazirlamak i¢in; her bir 6rnek i¢in kit icinde yer
alan buffer PG 390ul, enhancer soliisyondan 7ul, proteinaz K’dan 20ul,
RNase A’dan 5 pl oOrnekler iizerine ilave edilerek vortekslenmistir.
Parcalanan yaprak 6rneklerinden her birine 422l liziz buffer ilave edilmis
65 °C’de 30 dakika inkiibe edilmistir. Inkiibasyonun ardindan herbir
ornege 100ul PPT buffer ilave edilerek iyice karistirilmis 5 dakika buzda
bekletilmistir. Buzda bekletildigi 5 dakika i¢inde her 1 dakikada bir tiipler
alt iist edilmistir. Ardindan 13000 rpm’de oda sicakliginda 5 dakika

santirfiij edilmistir.

Sekil 3.5. DNA izolasyonu
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Santirfiij sonunda tiipiin tistiindeki sivinin 200ul dikkatlice alinarak
yeni 1,5ul tiipe aktarilmistir. Yeni tiipteki sivinin tizerine 650ul PB buffer
eklerenerek, 5-6 defa alt {ist edilerek yavasc¢a karistirllmistir. Tiipten 650
ul alinarak kitin i¢ginde yer alan 2 ml toplama tiiplerine aktarilmistir. 1
dakika 13000 rpm’de santirfiijlenmistir. Tiipte kolonun altinda biriken s1v1
atilmis ve 1 dakika 13000 rpm’de santirfiijleme islemi tekrar edilmistir. Alt
tiipler atilarak kolon yeni 2 ml toplama tiiplerine yerlestirilmistir. Kolonun
iizerine 700ul PWA buffer ilave edilerek 1 dakika 13000 rpm’de
santirfiijlenmistir. Toplama tiiplinde biriken s1vi1 atilarak, kolonun tizerine
700ul PWB buffer ilave edilmis 1 dakika 13000 rpm’de santirfiijlenmistir.
Altta biriken s1v1 atilarak santirfiij islemi tekrar edilmistir. Kolon toplama
tiiplerinden ayrilarak yeni 1,5 ml tiiplere alinmis, kolonun iizerine 100ul
PE buffer ilave edilmis oda sicakliginda 1-2 dakika bekletilmistir. Son
olarak 13000 rpm’de santirfiijlenerek kolondaki DNA‘nin 1,5 ml tiipe
ge¢mesi saglanmistir. izolasyondan sonra drnekler Qubit 2.0 Fluorometer
ile analiz edilerek izole edilen DNA yogunlugu belirlenmistir. Her bir
ornege ait DNA’lar 25 ng/ul olacak sekilde steril distile su ile sulandirilmis
ve molekiiler markor analizlerinde kullanilmak tlizere -20 °C derin

dondurucuda saklanmistir.

35



Sekil 3.6. DNA yogunluk 6l¢tiimii

3.3. SCAR Markor Analizleri

Literatiirde yapilmis makalelerden yararlanarak aspirde yag igerigini
kontrol eden FAD2.1 ve Ol genleri ile baglantili oldugu bildirilmis [40]. 8
adet SCAR markor secilmistir. Bu SCAR markorlerine ait primerlerin
isimleri ve niikleotid dizisi Tablo 3.4.’de verilmistir. Primerler;
mikrosatellite belirleme araci olan MISA ve primer tasarim programi
Primer3 entegrasyonundan olusan PrimerPro programu ile belirlenmistir

[91].
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Tablo 3.4.PCR metodunda kullanilacak primer setleri

SCAR markorler Primer Adi Primer dizisi
ASCA73.p1 |5 -GGCACTGAGGGAGATAGATACATA-Y
IASCAT3L | A 7aRI 5" -GGCACTGAGGAACCAATAT -3
LASCA 73-F2 5-GTTTTTTAGTTTCGGATTGG-3’
IASCAT32 [ o | 5-GCAACAGATGCATTATGTCT-3’
LASCA 74_F1 5 -TGCGCCCTTCCTTTAACG -3'
IASCA 74.1 ASCA 74.R1 | 5 GACTGCACACACTCATCTCTCGC -3
ASCA74ra | 5 -ACAAGATTTAACCAACAATGGG -3’
IASCA 74.2 ASCATa Ry | S -GGTTTTTTTCGGCAAATGAA -3
IASCA 37 1 LASCA 37.F1 5'- TCGGACGTGACCACGGAGA-3’
ASCAZ7RL | 5 TCGGACGTGAGGAAGAAGAC3’
IASCA 37.2 ASCAaTrs | 5 GAGAATTGACGCGATTCATG3’
ASCAZ7.Ra | 5-ACGGAGAGTTGCTTTCTTAA
IASCA 39.1 ASCAd0.rL | 5 GAAACACCCCTAAGTAAAAATA -3’
ASCA 0.1 | 3~ GAAACACCCCCTATATGCAT -3
IASCA 39.2 ASCASF |7 AGGTAATAAAGACTTGCARAGACAS
ASCAZ0.Ra | 5~ GTCGTTACAACATAAGTGTTTG3’
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3.3.1. PCR Optimizasyonu

Kullanilan bilesenlerin, sicaklik ve siirenin PCR ig¢in optimum
kosullar1  saglamasi, reaksiyonu inhibe edecek  bilesenlerin
uzaklastirilmasi, kontaminasyon riskinin bertaraf edilmesi, elde edilen

e e

almak i¢in dNTP, Mg++

, DNA polimeraz enzimi, primerler ve tampon
¢Ozeltisi konsantrasyonlarinin iyi ayarlanmasimin yaninda, primerlerin
baglanma sicakliklart ve dongii sayilart icin gerekli optimizasyon

calismalar1 yapildiktan sonra 6rneklerin ¢alisilmasina gegilmistir.

3.3.2. PCR Karisim

Calismada tim PCR’ lar igin, Invitrogen gen marka Platinun Taq
DNA Polymerase enzim kullanilmistir. Hazirlanan karisimin igerigi; 5
U/ul Tag DNA polimeraz, 10uM Primer F, 10uM Primer R, 50 mM
MgCl2, 10X PCR Buffer, 10mM dNTP ve H20 seklindedir. Karisima son
olarak da 6rnek DNA eklenmistir. PCR karisimini olusturan bilesenler ve
son konsantrasyonlar1 Tablo 3.5’ te belirtilmistir.

Tablo 3.5.PCR karigimini olusturan bilesenler ve son konsantrasyonlari

icerik Miktar
H20 17,0 ul
10X PCR Buffer 2,5l
MgCI2 (50 mM) 0,9 ul
dNTP (10mM) 0,6 ul
Primer F (10uM) 0,9 ul
Primer R (10pM) 0,9 ul
Platinun Taq 0,2 ul
Polimeraz (5U/ul)

Ornek DNA (25ng/ul) 2,0ul
Total hacim 25 ul

Hazirlanan PCR karisimlarina, kalip olarak drneklere ait genomik
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DNA’dan 50’ser ng ilave edilmistir.

3.3.3. Primerlerin Optimum Baglanma Sicakhigimmin Belirlenmesi
PCR c¢alismalar1 i¢in optimum primer baglanma sicakliklarinin
bulunmasi i¢in gradient PCR yapilmasi gerekmistir. Her markor igin
gradient PCR yapilarak optimum sicakliklar belirlenmeye c¢alisilmistir.
Gradient PCR’da her markoriin primerlerinin Tm sicakliklar: baz alinmis
ve Tm degerinin 3-13°C altindaki degereler primer baglanma sicakligi
olarak secilmistir. Gergeklestirilen gradient PCR’lar i¢in kullanilan
reaksiyon karisimlari, Tablo 3.7’°de verilmistir. Elde edilen PCR iiriinleri
agaroz jel elektroforezinde kosturulup goriintiilemesi yapilarak en uygun

baglanma sicaklig tespit edilmistir.

Tablo 3.6. PCR calismasinda uygulanan PCR kosulu

Sicakhik Siire Dongii
94 °C 3 dakika 1
94 °C 30 saniye

34
Tm degeri- 45 saniye

3/13°C
72 °C 1 dakika
72 °C 5 dakika 1

3.4. Yag Asidi Analizleri

Tezde yer alacan genetik materyalin yag asit orani iceriklerinin
belirlenmesi icin yapilan yag asidi analizleri, Trakya Universitesi
Miihendislik Fakiiltesi Gida Miihendisligi B6liimii laboratuvarinda mevcut
Agilent 6850 marka Gaz  kromotografi cihaz1  yardimiyla
gerceklestirilmistir. Genetik materyalin yag asit miktarlar1 (Oleik,
Linoleik, Stearik ve Palmitik yag asidi) belirlenmistir(Tablo 3.9).
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Yag asitleri analizleri, gaz kromotografi cihazinda HT-88 tip kolon
kullanilarak, aspir genetik materyalinden alinan asgari 1 g olacak miktarda
aspir taneleri parcalanarak, N-Heptan c¢ozeltisiyle muamele edilmistir.
Aspir tohumlar1 soguk pres makinasi kullanilarak yaglari ¢ikarilmastir.
Cikarilan yagdan 2 damla 13ml’lik siseye konulmus, daha sonra siseye 10
ml n-heptan konularak sonrasinda 0.5 ml 2 mol metanollii KoH ilave
edilmistir. Ardindan 2-3 dakika vortekslenerek ve en az 1 saat olacak
sekilde bekletmeyealinmistir. Bekletilen tiiplerde ¢okelme oldugundan,
tiipleri yavasca acip (calkalamadan) dibe inmeden iizerinden 2ml ¢ozelti
¢ekilip 2 mI’lik viallere aktarilmistir. Son olarak GC (gaz kromotografi)’ye
konularak 6l¢tim yapilmistir.(Sekil 3.6 ve Sekil 3.7)

Sekil 3.7. Aspir tanelerinden soguk pres ile yag ¢ikarma
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Sekil 3.8. GC de yag asidi olgtimleri

41



BOLUM 4

SONUCLAR ve TARTISMA

4.1. Genomik DNA izolasyonu

Bitki materyalinin yaprak dokusundan ektrakte edilen genomic DNA’larin kalitesi
%0.8’lik agaroz jel elektroforezinde analiz edilmistir. Bu analiz sonucunda genomik
DNA ’larin kalitesinin tezde yapilacak markdér analizleri i¢in yeterli ve uygun oldugu

gbzlenmistir (Sekil 4.1.).
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Sekil. 4.1. Aspir geneomik DNA ’larinin agaroz jel goriintiisii
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4.2. Markor Analizleri

Tez calismasinda gerceklestirilen markor analizlerinde her bir markor i¢in elde
edilen PCR irlinleri, %2-3’liikk agaroz jel elektroforezinde analiz edilerek
goriintiilenmigstir. Elde edilen polimorfik bant profillerine sahip bireylerde bant
profilleri ile yag aside icerigi karsilastirilarak degerlendirilmistir. Tez ¢calismasinda
kullanilan 8 SCAR markorii ve bunlardan tiretilen PCR iiriinlerine ait jel goriintiileri
Sekil 4.2- Sekil 4.8’de sunulmustur. Jel goriintiilerinden de goriildiigli gibi
kullanilan markorlerden 1ASCA73.1, IASCA73.2, IASCA37.1, IASCA37.2 ve
IASCA39.2 bireyler arasinda polimorfik bant liretmis ancaksadece IASCA73.1
markoriindeki bant profillerinin hem anne/baba hemde yiiksek/diisiik oleikyag
igerigi ile iliskili olabilecegi ongoriilmiistiir. Tiim bireylerde yag analizi yapildiktan
sonar tekrar bu markdr ile tarama yapilmis ve oleic yag icerigi ile baglantili olup

olmadig1 degerlendirilmistir.

Ladder baba ana 1 2 3 4 5 6o 7 8 9 10

Sekil 4.2. IASCA 74(1) markorii ile yapilan PCR sonucu elde edilen DNA fragmentleri
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Ladder bBatbha anmnas 1 2 3 = — S

7 8 = 10 i1 12 i3 14

Sekil 4.3.IASCA 74(2) markorii ile yapilan PCR sonucu elde edilen DNA
fragmentleri

Ladder baba ana 1 2 3 4

u
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~
@
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Sekil 4.4. IASCA 73(1) markorii ile yapilan PCR sonucu elde edilen DNA
fragmentler
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Ladder baba ana 1
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Sekil 4.5. IASCA 73(2) markorii ile yapilan PCR sonucu elde edilen DNA
fragmentleri

Ladder baba ama 1 2 3 4 5 & 7 g 9 10 11 12 13

14 15 16 17 18 19 20 21 22 -

Sekil 4.6. IASCA 37(1) markérii ile yapilan PCR sonucu elde edilen DNA
fragmentleri
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Ladder balba ana 1

Sekil 4.7. IASCA 37(2) markorii ile yapilan PCR sonucu elde edilen DNA
fragmentleri

Ladder baba and | 2 3 : > o ’ s 9 0

19 20 21 9

Sekil 4.8 IASCA 39(1) markérii ile yapilan PCR sonucu elde edilen DNA
fragmentleri
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Sekil 4.9 IASCA 39(2) markori ile yapilan PCR sonucu elde edilen DNA fragmentleri

4.3. Yag Analizleri

Arastirmada kullanilan bitki 6rneklerinin yag asitleri sonuglar1 Tablo 4.1
de verilmistir. Elde edilen sonuglara en yiiksek oleik asit oran1 %76,3 ile
10 nolu 6rnekten elde edilmistir. Aspirde yiiksek oleik olarak adlandirmasi
icin %70’in lizerinde bir oraninda olmas1 gerektiginden, yapilan analizler
sonucunda 7, 9, 10 ve 16 nolu orneklerin yiiksek oleik sinifina girdigi
belirlenmistir. Bu 6rneklernde 3, 4 ve 6 nolu 6rneklerinde orta oleik (% 50-

70) sinifinda yer aldig1 goriilmektedir.

Tablo 4. 1 Yag asidi analiz sonuglari

Ornek Oleik Linoleik Stearik Palmitik

ANA 13,7 76,4 2.0 6,6

BABA 79,4 11,5 19 5,6
1 12,1 76,6 2,7 7,6
Ornek Oleik Linoleik Stearik Palmitik
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2 30 60,4 21 65
3 63,4 28,2 21 6,1
4 66,6 248 2 5,7
5 15,7 73,7 25 7.2
6 63,3 28,1 2 5,7
7 735 18,2 2 54
8 375 53,4 25 6,4
9 70,0 21,3 1,8 59
10 76,3 14,6 1,9 6

11 34 55,9 23 6,8
12 15,8 74,4 24 6.6
13 15,5 74,5 23 6.8
14 15,1 738 25 74
15 334 56,7 2 6.8
16 70,6 20,7 2 5,8
17 35 55,1 26 6.5
18 35,5 55,2 21 6.3
19 33,2 58,2 2 5,8
20 359 54,5 21 6,6
21 31 59,2 21 6,7
22 3538 54,9 21 6,3
23 305 58,9 23 6,5
24 - - - -

25 - - - -

26 324 58,3 2 6.4
27 34,4 55,9 25 6.3
28 33,2 57 25 6.4
29 30,2 55,9 24 6,6
30 34,5 55,7 2,2 6,7
31 33,6 56,7 23 6,5
32 15,3 745 24 6.9
33 37.8 52,6 22 6,5
34 - - - -

35 - - - -

36 315 59 2 6,3
37 - - - -

38 32,7 56,8 25 6,7
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SONUC

Sunulan tez calismasinda,yiiksek ve disiik oleik yag asidi igeren aspir
genotiplerini birbirinden ayirt edebilecek molekiiler markor belirlenmesine
calisilmistir. Calismada yiiksek ve diisiik oleik yag asidi igeren iki aspir hatti
melezlenmis veF» jenerasyonunda isaretlenen bitkilerin yaprak dokularindan DNA
izolasyonu yapilmistir. Literatiirde, aspirde yag igerigini kontrol eden FAD2 ve Ol
genleri ile baglantili olarak haritalanmig SCAR markorleri segilerek bu markorlerle
tarama yapilmistir. Secilen ebeveyn cesitler ve bunlarin melezlenmesinden elde
edilen F> bitkilerinin yag igerigi ile molekiiler markorlerden elde edilen bant
profilleri  eslestirilerek  degerlendirilmis ve 1slahta seleksiyon amagl
kullanilabilecek bir markor belirlenmeye calisiimistir.

Kullanilan 8 SCAR markériinden sadece IASCA73.1 ile iiretilen >1000 kb
biyiikligiindeki 2 DNA fragmentlerinin aspirdeyiiksek oleik yagicerigi ileiliskili
olabilecegi ongoriilmistiir. Diger markorler, bireyler arasinda polimorfik bant profili
iiretmekle birlikte elde edilen bant profillerinin teze konu olan karakterle anlamli bir
iliskisinin bulunmayacagi goézlenmistir. Calismada bitki materyalini olusturan tiim
bireylerde yag analizi yapildiktan sonra tekrar IASCA73.1 markérii ile PCR yapilmisg
ve elde edilen bant profilleri karsilastirilmistir. Yag analizi sonucu %70 ve {istii oleik
yag asidi igeren bireyler yiiksek oleik (HO), %50-69 oraninda oleik yag asidi i¢eren
bireyler orta oleik (MO) ve %50’den daha az oleik yag asidi igeren bireyler ise diisiik
oleik (LO) olarak degerlendirilmistir. Sekil 4.9’da da gozlenecegi gibi jel fotografi
iizerinde bireyler HO, MO ve LO olarak isaretlenmis ve IASCA73.1 markoriiniin
drettigi >1000 kb’den biliylk 2 DNA fragmentinin yag icerigi ile iliskisi
degerlendirilmistir. Bu degerlendirme sonucunda IASCA73.1 markdriiniin ebeveynlere
ozgii allelikfarklar1 belirleyici ancak oleik yag karakterinden bagimsiz ayiric1 bantlar
trettidi belirlenmistir. Diger markorler ise bireyler arasinda anlamli herhamgi bir

farklilik ortaya koyamamastir.
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1ASCA 73 (1)

M1 2 3 45 67 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19
O _JO HO HO LO HO HO LO HO HQO MO O LO O MO MO MO MO MO

Sekil 4.10.Tez calismasinda kullanilan tiim bireyler linoleik yag icerigi ile IASCA
73(1) markériinden elde edilen bant profillerinin iligkisinin degerlendirilmesi. (1-38: F2
bireyleri, LO: Low oleic, HO: High oleic, MO:Mid oleik)

Tez galismasi sonucunda literatiirde rapor edilen aspirde yag kompozisyonuyla
iligkili FAD2 ve Ol genleri ile baglantili olarak sunulan 8 SCAR markérii (IASCA 73.1,
IASCA 73.2, IASCA 74.1, IASCA 74.2, IASCA 37.1, IASCA 37.2, IASCA 39.1,

IASCA 39.2) tez ¢alismasinda kullanilan bitki materyali igin ayirict bulunmamustir.
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TARTISMA

Hamdan ve ark. yaptigi calismada [36] Ms geninin niikleer erkek
kisirligi kontrol ettigi gibi aym1 zamanda Ol genine 63.8 cM genetik
uzaklikta oldugunu saptanmistir. Onceki klasik genetik ¢aligmalarla Ol ve Ms
genleri arasindaki bag, lokuslar arasindaki genetik mesafe 50cM iizerinde
oldugu i¢in belirlenememisti[38] . Hamdan ve arkadaslarinin [40] daha 6nceki
calismalarinda IASCA-45, IASCA-42 ve IASCA-39 SCAR markorlerinin
31,9-27,4 cM asagisinda Ms genini eslestirmislerdir. Yaptiklar1 ¢alismada;
SCAR markérler ile Ms geni arasindaki haritalamada iki yeni
popiilasyonun eslesmesi kanitlanmis ve Ms genine bagli dort yeni SSR
markorleri (CAT26, CAT83, EL375341 ve ct002) tespit edilmistir [106].
Erkek steril ya da erkek fertil allel tasiyan hatlarin MAS kullanilarak
belirlenmesi, melezlemelerde verimli gesitlerin erken ¢ikarilmasina ve niikleer
erkek sterilite ile Ms geni kullanilarakgeriye melezleme programlarinda soy
testi Onleyecektir.

Hamdan ve ark.yaptigi calismada [36] IASCA 73-2 FAD2 iliskisi
bulunmusgtur fakat tezde kullanilan hatlarda markorle gen arasindaki
baglantinin krossing overla(par¢a degistirme) ile kopmus ya da uzaklasmis
olabilecegi diisiiniilmektedir. Dolayisiyla bu markdrlerin kullanilan hatlarin ve
onlardan {iretilen dollerin oleik yag kompozisyonuyla baglantili anlamli
herhangi bir bilgi tiretmedigi ortaya konmustur. Bununla birlikte IASCA 73-2
genotiplerin ayrilmasinda kodominant 6zellikte bir markor oldugu Li lokusu ile
yakin iligki gosteren Ms lokusu ile baglantili olabilecegi de diistiniilmektedir.
Ciinkii Hamdan ve arkadaslari [40] tarafindan yapilan haritalama ¢aligmasinda
IASCA39-1 ve IASCA37-1 markorleri ile Ms ve Li lokuslar1 haritalanmis, IASCA37-
1’in Ms genine uzakligi 3.7 cM olarak belirlenmistir. Ayrica Ms lokusu ve Li lokusu

arast mesafe de 11.8 cM olup, iki gen arasinda yakin bir baglanma agik bigimde

goriilmektedir.
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