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ve Orobansa Dayanim I¢in Secici Molekiiler Markirlarin Arastirilmasi
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Biyoteknoloji ve Genetik Anabilim Dali

OZET

Ulkemizde yagl tohum iiretimi yeterli olmay1p, bu eksiklik yiiksek oranda déviz
Odeyerek ithalatla giderilmektedir. En 6nemli yag bitkisi olan aygigeginde verim ve
kaliteyi etkileyen en 6nemli etkenlerden biri de orobans parazitidir. Ulkemizin hemen
hemen tlim ekim alanlarinda giderek yayginlagsmakta olan orobans paraziti, surekli yeni
irklar meydana getirerek genetik dayanikliligi kirmaktadir. Bundan dolay1 yeni
gelistirilecek aygicegi hibritlerinin orobansa direncli olmasi gereklidir. Yabani aygicegi
tiirleri orobansin yeni irklarina dayanikli pek ¢ok gen kaynagina sahiptir. Bu direng
genlerinin kiltir aycicegine aktarilmasi devamli bir dayaniklilik i¢in gok énemlidir. Islah
calismalarinda molekiiler metotlarin kullanilmasi, hem etkin ve dogru bir seleksiyon, hem
de c¢alismalara zaman tasarrufu saglayarak islah siiresini kisaltmaktadir. Ulkemizde
Ozellikle de orobansa dayaniklilik konusunda ay¢iceginde molekiiler markirlarla ilgili

aragtirmalarin sayis1 oldukc¢a azdur.

Markir analizleri i¢in dayanikli ve hassas ebeveyn hatlar ile bunlarin
melezlenmesi sonucu elde edilen F2 genotipler kullanilmistir. Dayanikli ve hassas F2
genotiplere ait gDNA’lar esit miktarda bir araya getirilerek dayanikli F2 bulk (DB) ve
hassas F2 bulk (HB)’lar olusturulmustur. Tez ¢alismasi i¢in bolgedeki orobans irklarina
dayaniklilik saglayan Or5 geni hedef alinmus, literatiirde bu gen ile baglant1 gosteren ve
seleksiyon igin kullanilabilir oldugu ifade edilen markirlar se¢ilmistir. Bunun yanisira
cesitli bitkilerin dayaniklilik genlerinden gelistirilen 48 markirida bu amagla
kullanilmistir. Yabani turlerden 6nce bu melezlenmis ve kendilenmis aygigegi hatlarinda

markir arastirmasi yapilmis, fakat orobans dayaniminin seleksiyonda kullanilabilir bir



markir tespit edilememistir. Bu nedenle yabani aygigegi tiirlerinde, orobansa
dayaniklilikla ilgili molekiiler markir taramasi1 kapsaminda bir uygulama yapilamamastir.
Molekiler markir ¢alismasinda basar1 saglanamamasi, fenotipik analizlerde kullanilan

orobans parazitinin saf bir irk olmayip popiilasyon olarak kullanilmasina baglanmustir.

Molekiller markir c¢alismalartyla birlikte, cekirdek DNA analiz ve ploidi
duzeylerini belirlemek igin akis sitometrisi kullanilmistir. Arastirmamizda kullanilan tiir
ve alt turlerle birlikte 52 yabani ay¢igegi (Helianthus spp.) aksesyonu Amerika’da Ames,
IA, USA’da bulunan Kuzey Merkez Bolge Istasyonu’ndan alinmistir. Akis sitometrisi ile
cekirdek DNA igerikleri (bazilar1 ilk kez) ve ploidi diizeylerini belirleyerek aksesyonlarin
tur farkliliklart gozlenmistir. Calismada ornekler geng ve saglikli bitkilerden alinan taze
yaprak dokulari, floresan boya olarak propidium iodide ve internal standard olarak fig
bitkisi kullanilarak hazirlanmistir. Elde edilen verilere gore; ¢ekirdek DNA icerikleri
sonuglarindaki degisimlerin yabani aygicegi tiirlerinin istatistiki olarak 6nem tasidigi
belirtilmistir. Kullanilan yabani aycicegi tiirlerinin 2C ¢ekirdek DNA igerikleri 5.72 pg
(H.porteri) ile 27.11 pg (H.tuberosus) arasinda degisim gostermistir. Tezde kullanilan
tirlerden daha once ¢alisilmig olan turlerde yapilan DNA igerik sonuglar1 benzerlik
gostermistir. Bu ¢calismada daha 6nceki ¢alismalarda olmayan bircok yeni tirin ¢ekirdek
DNA icerikleri ve ploidi diizeyleri ilk kez belirlenmistir. Yapilan literatiir arastirmalari
ve kromozom sayilarina gore 52 yabani tiiriin yaklasik %78’inin (41 tiir) (15 Tek yillik,
26 ¢ok yillik) diploid (2n) olduklari ortaya konulmustur. Calisilan diger %12°lik tiirlerin
ise ploidi diizeyleri farklilik gostermistir. 3 tiiriin tetraploid (4n), 8 turiin hekzaploid (8n)
oldugu belirlenmistir. Calismamizda akis sitometrisi analizinin, islah ve taksonomik
denemelerde morfolojik gozlemlerle zor olan tiir karisikliklarinin tespit edilmesinde ve

heterojen yapida olanlarin belirlenmesinde kullanilabilecegi ortaya ¢ikmustir.
Yil : 2022

Sayfa Sayisi : 207
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Sitometri.
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ABSTRACT

Oilseed production is not sufficient for Turkey, and this deficiency is compensated
by importing with paying a high rate of foreign currency. One of the most important factor
affecting the yield and quality of sunflower which is the most important oil plant in
Turkey, is the broomrape parasite. Orobanche parasite which is becoming more and more
common in almost all cultivation areas of our country with breaking the genetic resistance
by constantly creating new races, so new developed sunflower hybrids must be resistant
to broomrape. Wild sunflower species have many sources of genes resistant to new races
of broomrape. The transferring of these resistance genes to the cultivated sunflower is so
great issue for obtaining a continuous resistance in sunflower production. The use of
molecular methods in the breeding studies shortens the breeding period by providing an
effective and accurate selection, as well as saving time. In Turkey, the number of studies
on molecular markers in sunflower is quite low especially for obtaining resistance

breeding.

Resistant and sensitive parent lines and F2 genotypes obtained by crossing them
were used for marker analysis in our study. Resistant F2 bulk (DB) and sensitive F2 bulk
(HB) were formed by combining gDNAs belonging to resistant and sensitive F2
genotypes in equal amounts. For the thesis study, the Or5 genes, which provides
resistance to the orobanche races in the region, was targeted and the markers that showed
a connection with this gene and were stated to be usable for selection were selected in the
literature. In addition, the 48 markers developed from the resistance genes of various
plants were used fort his purpose. Marker research was carried out in these hybridized
and inbred sunflower lines before wild species to obtain a usable selection of orobanche

resistance but any suitable marker could not be detected in the study. Therefore, the

Vi



molecular markers could not be performed within the scope of molecular marker
screening related to resistance to orobanche in wild sunflower species. The failure to
success in the molecular marker study was attributed to the fact that the broomrape

parasite used in phenotpic analysis was not a pure race and was used as a population.

Along with molecular marker studies, core DNA analysis and flow cytometry were
used to determine ploidy levels. 52 wild sunflower (Helianthus spp.) accessions along
with the species and subpecies used in our study obtained from the North Central
Regional Plant Introduction Station in Ames, IA, USA. It is to determine the core DNA
contents by flow cytometry (some of them for the first time) and ploidy levels were
determined by determining the type differences of the accessions. In the study, the
samples were prepared using fresh leaf tissues from young and healthy plants, propidium
iodide as fluorescent dye and vetch plant as internal standart. According to the research
data, the changes between the core DNA contents of sunflower species were determined
statistically significant. The 2C core DNA contents of wild sunflower species used varied
between 5.72 pg (H. porteri) and 27.11 pg (H. tuberosus). The DNA content result of the
previously studied species from the species used in the thesis were similar. In this study,
nuclear DNA contents and ploidy levels of many new species that were not present in the
previous studies were determined for the first time. According to the obtained results, it
was revealed that approximately 78% (41 species) of 52 wild species (15 annual, 26
perennial) were diploid (2n). The ploidy levels of the other 12% studied species differed
that 3 species were tetraploid (4n) and 8 species were hexaploid (8n). It has been stated
that flow cytometry analysis could be used in breeding and taxonomic studies to detect
species confusions that are difficult with morphological observations and to identify

heterogeneous ones.
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SIMGELER DiZiNi
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AFLP: Amplified Fragment Length Polymorphism (Arttiriimis
Fragmentlerin Uzunluk Polimorfizmi)

bg: Baz cifti

CTAB: Cetyl trimethylammonium bromide

DNA: Deoksiribo Nikleik Asit

EtBr: Etidyum Bromur

gDNA: Genomik DNA

da: Dekar

dNTP: Deoksi Nikleotid Tri Fosfat

EDTA: Etilendiamin tetraasetik asit

HCI: Hidroklorik Asit

ha: Hektar

Helianthus annuus: Aygicegi

Indel: Insertion/Deletion

kg: Kilogram

LG: Linkage Group

MAS: Markir Destekli Seleksiyon

mg: Miligram

MgCl2: Magnezyum Klor(r

NaCl: Sodyum Klorir

NaOCI: Sodyum Hipoklorit

Or: Orobang Dayaniklilik Genleri

PCR: Polimeraz Chain Reaction (Polimeraz Zincir Reaksiyonu)
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pg: Pikogram

R: Dayaniklilik (Resistance)

RAPD: Random Amplification of Polymorphic DNA (Degisken DNA
Dizilerinin Tesediifen Cogaltilmasi)

RFLP: Restriction Fragment Length Polymorphism (Kesilen
Fragmentlerin Uzunluk Polimorfizmi)

RNA: Ribo Nukleik Asit

RNase: Ribonukleaz

S: Hassaslik (Suseptible)

SDS: Sodyum Dodesil Stlfat

SNP: Single Nucleotide Polymorphism (Tek Nikleotid Polimorfizmi)

SSR: Simple Sequence Repeats (Basit Dizi Tekrarlari)

TAGEM: Tarimsal Arastirmalar ve Politikalar Genel Miidiirliigii

Taq: Tag polimeraz

TBE: Tris-Borat-EDTA Tamponu

TE Tamponu: Tris-EDTA Tamponu

Tm: DNA'nin erime sicakligi

TTAE: Trakya Tarimsal Arastirma Enstitiisii

TUBITAK: Tiirkiye Bilimsel ve Teknolojik Arastirma Kurumu

(UAVA Ultraviole Is181

QTL: Kantitatif Ozellik Lokusu
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BOLUM 1

GIRIS

Anavatani1 Kuzey ve Orta Amerika olan Aygicegi (Helianthus spp.) cinsi 37 ¢ok
yillik ve 14 tek yillik 51 tiirden olusmaktadir. Aygigegi (Helianthus annuus L.), Dinya
ve llkemiz icin en 6nemli yag bitkilerinden biridir. Stirekli artis gésteren nifusla birlikte
iilkemizin bitkisel yaga olan ihtiyact sirekli artmaktadir. Ulkemizde bitkisel yag
kullaniminda genellikle aygicegi yagini segmesi ve siirekli artan yag ihtiyaci, aygiceginin
6nemini daha da arttirmistir. Aygicegi yaygin alanlara uyum kabiliyetine sahip olmasina
ragmen, ekim alanlar1 fazla olmayip, verim bircok sebeple bekleneni vermemektedir. Bu
yuzden, aygiceginde genis alanlarda ekiminin arttirilmasini saglayan énlemlerin alinmasi
gerekmektedir.

Aygcicegi, en 6nemli bitkisel yag kaynaklarindan birinin olmasi yaninda, orobans
(Orobanche cumana Wallr.) (canavar otu) paraziti ayg¢igegi tariminda Ulkemizin en
onemli problemlerindendir. Yabani ay¢igegi tiirleri gerek orobans, gerekse ¢esitli hastalik
ve istenmeyen kosullara direng agisindan bir¢cok gen igermektedir.

Aycicegi Uretimini kisitlayan temel faktorlerden birisi hastaliklarin kontrol
edilmesinde yasanilan zorluklar olarak ortaya cikmaktadir. Bu tiir sorunlarla basa
¢ikmanin en kalic1 yolu, hastalik etmenine kars1 direngli yeni ¢esitlerin gelistirilmesi olup,
bu amagla yabani ve kiiltire alinmis Helianthus tiirlerine ait genetik kaynaklarin
kullanim1 biiyiik 6nem tasimaktadir. Islah yoluyla istenilen karakterlerin aktarilmasi,
tiirler aras1 melezlemelerle gerceklestirilir ve yeni bir gesitin gelistirilmesi uzun zaman
alan yogun bir siiregtir (Melchinger, 1990). Onemli agronomik karakterleri tagtyan yabani
tiirlerden 1slah materyallerinin gelistirilmesi, bu karakterlerin bulundugu lokusla baglant:
gosteren molekiiler markirlarin belirlenmesi ile hiz kazanmigtir. Bu markirlarin 1slah
denemelerinde aranan 0zelligi tasiyan bireylerin tercihinde kullanilmasinda markir
destekli seleksiyon (MAS) yeni gesit gelistirilmesi denemelerinde 6nemli avantajlar sunar
(Hvarleva vd., 2009). Molekiler markirlar, bir bireyin genomundaki belirli bir gen

bolgesini yani iligkili DNA’nin belli bir bélgesini gostermektedir ve bireyler arasindaki



polimorfik bolgelerin (DNA dizi farkliliklarinin) belirlenmesine dayanmaktadir. Islah
denemelerinde kullanilacak MAS sistemlerinin; yiiksek derecede polimorfizmi
tanimlayabilmesi, kodominant karakter tasimasi, denenebilir ve basit uygulanir olmasi,
biiyiikk 6nem tasimaktadir (Bretting ve Widrlechner, 1995).

Dayanikliligin fenotipik olarak belirlenmesi yogun is ve vakit kaybi1 olusturmakta,
ayrica cevresel kosullara bagli nedenlerden dolayr istenmeyen hatalara neden
olabilmektedir. Bunun yaninda her zaman hastalik kaynagini, etmen ve sporlarin1 bulmak
ve muhafaza etmek miimkiin olmamaktadir. Oysa gliniimiizde mevcut genotiplerin hem
bu hastaliklara ve orobansa dayaniklilik genlerini icerip icermedigini, hem de dominant
olup olmadiklarini molekiiler markirlar gibi biyoteknolojik yontemlerle etkin bir sekilde
belirlenebilmektedir. Ayciceginde bugiine kadar yapilan tiirler arasi melezlemelerle
kaltdrd yapilan tiirlere birgok gen aktarilmis olup, bu yabani tiirler ay¢igegi 1slahinda
baslangi¢ seleksiyonu olusturulmasinda en fazla kullanilan gen kaynaklaridir. Basarili bir
bitki 1slah1 programi i¢in genetik varyasyonca zengin bu yerel ve yabani gen kaynaklarini
kullanmak son derece 6nemlidir. Yabani ayg¢igegi tiirleri orobansa dayaniklilik agisindan
cok zengin bir kaynak olup, bu genlerinin kiiltiirii yapilan ay¢i¢egine aktarilmasi devamli
bir dayaniklilik i¢in biiylik 6nem tagimaktadir. Yine islah ¢alismalarinda molekiiler
metotlarin kullanilmasi, hem etkin ve dogru bir seleksiyon, hem de ¢alismalara oldukca
fazla bir hiz kazandirarak 1slah siiresini kisaltmaktadir. Ulkemizde 6zellikle de orobansa
dayaniklilik konusunda aygigeginde molekiiler markirlar ile ilgili arastirmalar yok
denecek kadar azdir. Bu dogrultuda, yabani tiirlerde klasik ve molekiiler 1slah ¢caligmalari
beraber kullanarak orobansin yeni irklarina dayanikli gen kaynaklarmi belirlemeyi
hedefleyen bu tez 6zgiin ¢alismalar igermekte olup, stirekli etkisi ve tilkemiz ekonomisine
katkis1 fazla olacaktir.

Bu ¢alisma kapsaminda, gesitli bitkilerin direng genlerinde (Arabidopsis RPS2 ve
PRM1 genleri, titiin N geni, piring Xa21 ve Xal genleri, keten L6 geni, domates Cf-9 ve
Pto genleri ile bugday Cre3 ve LrK10 genleri) bulunan, korunmus P-loop, Kinase-2,
kinase-3a, GLPLAL ve LRR bolgelerine 6zgiin olarak tasarlanmis dejenere RGA
primerleri arasindan yiiksek polimorfizm gdsteren 40 adet primer secilmis ve 52 farkli
kombinasyon halinde PCR yapilmistir (Chen vd., 1998; Di Gaspero ve Cipriani, 2003;
Lin ve Chen, 2007). Ayrica Radwan vd., (2009) yaptiklar1 ¢alismada Helianthus
tuberosus ‘dan elde edilen Or5 dayanikli geni ile baglantili olarak 4 adet markir (RGA172,



RGA206, RGA192, RGA181) belirlemistir ve Imerovski vd., (2013)’nin ¢aligmasinda
Or6, Or4 ve Or2 genleri ile ORS1036, ORS665, ORS1114, ORS1021 markirlarinin gii¢lii
bir iligskisi bulunmustur. Bu tezde ilaveten bu markirlar ile toplam 48 adet primer
kullanilarak genetik materyallerde yapilacak molekiiler markir analizleri ile orobansa
dayanikli olanlar belirlenmis daha sonra bu dayaniklilik genleri kiiltiirii yapilan tiirlere

aktarilmak amaciyla 1slah ¢aligsmalarinda kullanilabilmesi hedeflenmistir.

Akis sitometrisi, tek tek hiicrelerin veya diger biyolojik partikiillerin bir alic1 cihaz
tarafindan bir siv1 igerisinde, tek sira halinde alinarak bu hiicrelerin veya partikiillerin
fiziksel veya kimyasal 6zelliklerinin 6l¢iildiigii bir yontemdir. Akis sitometrisi, teorik
olarak bitkilerde yaygin bir kullanima sahip olmasina ragmen, simdiye kadar en fazla
¢ekirdek DNA igerigi analizinde denenmistir (Tuna vd., 2001; Dolezel ve Bartos, 2005).
Cekirdek DNA igeriginin belirlenmesinde akis sitometrisi bugiin kullanilan en hizli ve
giivenilir bir yontem olup, kullanimi son yillarda artmaktadir (Tuna, Vogel,
Arumuganathan, Gill, 2001). Akis sitometrisi ilk olarak kan hicrelerinin ¢abuk, bicimde
sayimi nedeniyle tibbi calismalar igin gelistirilmis bir metottur. Son teknolojik
gelismelerle ve farkli floresan boyalarin gelistirilmesiyle bu metot, 1990 yilindan beri
basta gen kaynaklarinin karakterizasyonu ve bitki 1slah1 olmak {izere biyoloji ve tarimsal
arastirmalarda rutin olarak kullanilir hale gelmistir. Clinkii akis sitometri, niklear DNA
miktarinin hassas bir sekilde belirlenmesini saglamasi nedeniyle bu tip seleksiyonlar i¢in
oldukga yararli bir aragtir. Bu yontem sayesinde oransal niikleer DNA icerikleri ve ¢ok
sayidaki bitki ve hayvan tiirlerinin ploidi seviyesini etkili, hizli ve tekrarlanabilir bir
sekilde belirlemek mimkiin olmaktadir. Akis sitometrisi analizi, istenen yapi1 ve
hlcrelerinin miktarini, tUrind az zamanda, az maliyetle belirleyebilmekte (Karaboz,
Kayar ve Akar, 2008), ayrica tohum koleksiyonlarinda karakterizasyon ve korumada iyi
olusturulmus arastirma ve 1slah programlarinda ploidi degerlendirilmesinde buytiik 6nem
tasimaktadir (Tuna vd., 2001). Tuna vd., (2004) ¢alismasinda, bir ¢cekirdegin DNA igerigi
ve ploidi diizeyi arasindaki iliskide, ikisininde de ayni oranda arttigini belirtmistir. Bu
nedenle bu tezde, yabani ay¢igegi tiirlerinde ¢ekirdek DNA icerikleri ve ploidi duzeyleri
akig sitometrisi ile belirlenmistir.

Arastirmamizda kullanilan tiir ve alt tirlerle birlikte 52 yabani aygicegi
(Helianthus spp.) aksesyonu, Amerika’da Kuzey Merkez Bélge Istasyonu’ndan

alimmstir. Koleksiyonu olusturan tiim aksesyonlarin su ana kadar bilinmeyen g¢ekirdek



DNA iceriklerive ploidi seviyesi akis sitometrisiyle ile bu kadar genis kapsamda ilk defa
bu tez kapsaminda belirlenmistir.

Aygigeginde ve diger bitkilerin 1slahinda akis sitometrisi kullanimi oldukg¢a az
olup, iilkemizde 6zellikle ay¢iceginde ¢alisma yok denecek kadar azdir. Bunun yaninda
ayciceginde yabaniler, bunlarin ayg¢igegi 1slahinda kullanimi ve kullanim olanaklarinin
arastirtlmasi konusunda diinyada bazi ¢alismalar yapilsa da (Baack, Whitney, Rieseberg,
2005; Kallamadi ve Mulpuri, 2016) bu literaturlerin timinde gerek kullandiklar
yontemin olduk¢a eski ve giivenilir olmamasi, gerekse ¢alismalarinda kontrol
kullanilmamasi nedeniyle, ¢ekirdek DNA igerikleri ve ploidi diizeylerini belirlemede
bildirilen sonuglarin glivenilirligini tartisilir hale gelmektedir. Her ne kadar bazi ay¢igegi
tirlerinin gekirdek DNA icerikleri ve ploidi diizeyleri belirlenmis olsa da biiyiik
cogunlugunun ¢ekirdek DNA igeriklerine dair literatiirde bir bilgi bulunmamaktadir.
Calismamizda ise, su an gen bankalarinda bulunan tiim tirlerin (birgogu ilk defa
belirlenmis olarak) ¢ekirdek DNA igerikleri belirlenmistir.

Bu calismada iilkemizde tarimi yapilan ayciceginin genotiplerindeki orobang
direncine kars1 dayaniklilik genleri ile baglantili markir potansiyeli yliksek RGA primer
ciftlerinin tespit edilmesi amaglanmistir. Orobang direncine karsi dayanikli aygigegi
genotiplerinin  seleksiyonu i¢in kullanilabilecek RGA markirlart  belirlenmeye
calisilmistir. Yapilacak molekiiler taramalarla bu gen kaynaklarinda orobansa dayanikl
gen icerip icermedikleri belirlenmistir. Tezde kullanilacak olan aygigegi genotiplerinde
ve planlanan melezlemelerle elde edilecek tiirler arasi melez dollerde akig sitometrisi
teknigi ile ¢cekirdek DNA miktarlarinin ve ploidi seviyelerinin belirlenmis olmasi ayrica
orobans parazitine dayaniklilik bakimimdan molekiler markirlarla tarama yapilmis olmasi
ve boylece orobans parazitine toleransli g¢esitlerle melezlenerek F1 ve F2
generasyonlarindaki tohumlardan ayc¢iceginin elde edilecek olmasi tezin 6zgiin degerine
katki saglamaktadir.

Bitki 1slah1 artan niifusun siirekli ihtiyacin1 karsilamak agisindan Onem
tasimaktadir ve bitkilerin 1slah programlarinda kullanim 6zelliklerini ¢ogaltmak son
derece Onemlidir. Uygun stratejinin belirlenmesi icin ploidi seviyesinin bilinmesi bitki
1slah programi agisindan onemlidir. Ayrica bu tiir bilgilerin varlig1 gelecekte bundan
sonra yapilacak 1slah programlarina da onciililk edecektir. TUr veya tire ait genetik

kaynaklarin biyolojik, taksonomik, genetik ve agronomik bilgilerinin 1slah ¢alismalarinda



yeni ¢esitlerin basarili bir sekilde gelistirilebilmesi i¢in 6nem arz etmektedir. Bununda
hizli ve giivenilir sekilde yapilmasi i¢in akis sitometrisi gibi yeni teknolojik gelismelere

ihtiyac vardir.



BOLUM 2

GENEL BIiLGILER

2.1.Ayciceginin (Helianthus annuus) Genel Ozellikleri

Aygicegi kokeni Kuzey Amerika ve ABD’nin orta bati ovalarinda bulunan, su
anda ABD’nin orta kesimlerinde yabani tiir olarak bulunmaktadir. Ayg¢igegi ekonomik
acidan onemli bitki olarak uzun bir tarihgeye sahip olmakla birlikte ilk tarimi yapildig
tarih kesin olarak net olmayip, yer olarak da Gliney Bat1 Mississippi veya Missouri vadisi
olup olmadig: kesin olarak bilinememektedir. Yenidunyada ilk goclerin basinda, Kuzey
Amerika Kizilderilileri tarafindan ilk kullanilmaya baslanmigtir. 1880’lerin basinda ve
1900’iin ilk yillarinda da ayg¢igegi yenidiinyadan Amerika’ya yerlesenler tarafindan
onceleri bir gida kaynagi olarak, daha sonralari bir siis bitkisi ve hayvanlar i¢in bir yem
bitkisi olarak degerlendirilmistir. Misirin  kiiltiire alinmasindan once, Amerikan

Kizilderilileri ay¢icegini bir gida kaynagi olarak kullanmislardir (Kaya, 2013).

Ik Ingiliz ve Fransiz gezginler aygiceginin Kuzey Amerika Kizilderilileri
tarafindan ekmek ve diger gidalarin yapiminda gerek karigik gerekse un olarak
kullanildigin1 gérmiisler ve Kizilderililerin aygicegini arazilerinin siisii ve saygi
gosterilen bir bitki olarak gézlemlemislerdir. Bunun yaninda aygigegi bir tip bitkisi, viicut
boyama yagi, ¢omlek ve boya materyali olarakta kullanilmistir. Ispanyol gezginleri
1850°li yillarda Kuzey Amerika’dan toplanan aycicegi tohumlari ilk basta Ispanya’nin
bahcelerinde siis bitkisi olarak yetistirilmis ardindan Avrupa da tiim saray ve evlerde de
sis bitkisi olarak kullanilmaya baglanmistir. Aycigegi yagi ise, 1716 yilindan 6nce
endiistriyel amaglar icin hammadde kaynagi olarak, boya sanayi ve tabaklamada hatta ilk
patenti de alinarak Ingiltere de kullamlmistir. Aygigeginin yaglik olarak kullaniimaya

baslanmasi ilk olarak Rusya da baglamistir. 1968 yilinda Fransiz Leclerq tarafindan



ayciceginde stoplazmik erkek kisirligin bulunmasi ve Kinman tarafindan da 1970’lerin
basinda bu kisirligi restore edici genlerin bulunmasiyla aygiceginde ilk hibritlerin
gelistirilmesi diinyada aycicegi iiretiminde patlamaya yol agmistir. Ay¢iceginin ticari
olarak iiretiminin Italya, Misir ve son olarak anavatani olan Amerika’ya tekrar bir yag
bitkisi olarak ulasmasi da oldukca uzun bir zaman almistir. Ulkemizde ise ilk defa 1950
yillarinda Bulgaristan’dan iilkemize go¢ eden vatandaslarin getirdigi tohumlar sayesinde
girerek, ilk olarak Trakya bolgesinde tarimi yapilmaya baslanmistir. Nitekim bugin de

ayciceginin en fazla ekildigi bolge Trakya Marmara bolgesidir (Kaya, 2013).
2.2.Yaghk Ayciceginin Diinyadaki Durumu

Aygicegi, toplam yillik yag bitkileri iiretimi agisindan Diinya’da soya fasulyesi,
kolza ve yerfistigindan sonra gelen dérdincl en dnemli yag bitkisini olusturmaktadir
(Brankovi¢, 2012) (Cizelge 2.1). Yagl tohumlar insan beslenmesinde 6nemli rol oynayan
endiistri bitkilerinin en temel grubu olup, yagli tohum iiriinlerinden elde edilen gidalar ve
yag gibi insan ve hayvan beslenmesinde ve endiistriyel amaglar i¢in ¢ok degisik alanlarda
kullanilmaktadir. Bu bitkilerden elde edilen gidalarda bulunan besin degeri ylksek
proteinler ve temel amino asitler insan sagligina ¢ok faydali olmasinin yaninda, gida
endiistrisinde kullanilan yagli tohumlar biyodizel, giibre, kozmetik ve lif iiretimi gibi
bircok birincil ve ikincil endustriyel uygulamada esas trtin olarak yer almaktadir.

Cizelge 2.1 Diinya'da en fazla ekilen bes yagli tohumun 2019 yili istatistikleri
(www.faostat.fao.org, 2019)

Yagh Tohumlar EKkilis (ha) Uretim (ton) Verim (kg/da)
Soya 120.501.628 333.671.692 276.9
Kolza 34.030.921 70.510.703 207.2
Yer Fistig1 29.596.969 48.756.790 164.7
Aygicegi 27.368.766 56.072.746 204.8
Aspir 652.780 590.869 90.5

Aycigegi ¢ok yiksek adaptasyona sahip bir bitki oldugundan gerek tlkemizin
birgok bdlgesinde gerekse diinyanin birgok iilkesinde kolayca yetistirilmektedir.

Diinya’da genelde yag bitkisi olarak yetistirilmesine ragmen, g¢erezlik, kusyemi, siis


http://www.faostat.fao.org/

bitkisi vb. kullanim alanlar1 da oldukg¢a yaygindir. Ulkemizde ise daha ¢ok bitkisel yag
olarak tiiketildiginden, 6nemli bir katma deger kaynagidir. Ancak gerezlik olarak da ig
tiketim, AB iilkelerinde ve Ortadogu, Kuzey Afrika, Karadeniz vb. yakin bolgelerde ¢ok
fazla miktarda cerezlik tiiketiminin olmasi nedeniyle de ihracat potansiyeli olan 6nemli
bir Urindir. Aycigegi ekim alanlari ve liretimi son yillarda artan niifusa paralel olarak
diinya bitkisel yag ihracatinin artmasiyla 6nemli artiglar gostermistir. Son bes yilda

aycicegi tiretimi %20 civarinda bir artis olmustur. (Cizelge 2.2)

Cizelge 2.2 Yillara gore aygigegi liretimi ve ekim alanlar1 ve baslica iilkeler (Oil World
ve USDA, 2020)

Aycicegi 2015/16| 2016/17| 2017/18| 2018/19| 2019/20| 2020/21
Ekim Alam (1.000 ha) | 25242 | 26964 | 26885 | 27185 | 27440 | 28226
Verim (MT/ha) 1.7 1.86 1.83 191 2.04 1.79
Arjantin 2830 3300 3400 3530 3150 2830
Avrupa Birligi-27 7769 8641 | 10058 9482 9485 8696
Cin 2698 2750 2580 2550 2680 2730
Rusya 9700 | 11600 | 11000 | 12756 | 15379 | 13200
Ukrayna 12100 | 15100 | 13400 | 15250 | 16500 | 14300
ABD 1326 1203 970 956 887 1353
Guney Afrika 755 874 862 678 786 780
Turkiye 1350 1470 1700 1530 1700 1550
Digerleri 4386 5130 5086 5292 5346 5020
Toplam 42914 | 50068 | 49056 | 52024 | 55913 | 50459

Ulkemizde bitkisel yag iiretimi yeterli olmay1p, ihtiyacini asgari %50 diizeyinde
ithalat ile 6zellikle de ay¢igegi tohumu ve yagt ithalatiyla kargilamakta olup, oldukgca fazla
miktarda olan yag isleme ve rafine tesisleri nedeniyle aycicegi tohumu ithalatinda

diinyada birinci siradadir. (Cizelge 2.3)



Cizelge 2.3 Yillara gore diinya ay¢igegi ticareti (Oil World ve USDA, 2020)

Tohum Ithalat (ha) | 2015/16 | 2016/17 | 2017/18 | 2018/19 | 2019/20 | 2020/21
Turkiye 436 611 721 1051 1058 950
Avrupa Birligi-27 577 632 520 550 1036 880
Digerleri 1100 1396 1322 1445 1401 730
TOPLAM 2113 2639 2563 3046 3495 2560
Tohum Ihracat (ha)

Arjantin 302 74 58 149 214 170
ABD 107 99 89 87 64 80
Rusya 105 362 103 338 1261 500
Ukrayna 171 261 50 119 76 180
Digerleri 1467 1804 2234 2392 1911 1617
TOPLAM 2152 2600 2534 3085 3526 2547

2.3.Ulkemizde Yaghk Ayciceginin Mevcut Durumu

Aygigegi yazlik bir bitki olmasi nedeniyle ve genelde iilkemizde sulanmadan
yetistirildiginden, g¢evre kosullarindan fazlaca etkilenmektedir. Nisan-Agustos aylari
arasindaki yetisme periyodu boyunca yagis ve asir1 sicaklik gibi ¢evresel faktorlerin
etkisine gore tane ve yag veriminin yillara bagli olarak cok degiskenlik goéstermesi,
ulkemiz ayg¢igegi tiretimindeki en biiyiik problemlerden biridir (Cizelge 2.4). Son yillarda
rakip tUrilinlerin fiyatlarinin yiiksek seyretmesi, i¢ iliretimin yetersiz olmasi, fazla
miktardaki ithalat nedeniyle aygigegi fiyatinin belirlenmesinde rol oynamaktadir.
Ulkemizde aygicegi ekim alanlar1 aycicegi iiretiminin ilk basladigi 1950°1i yillardan bu
yana biiyiik ¢ogunlukla Trakya-Marmara bolgesinde bulunmaktadir. Ancak son yillarda
ayciceginde elde edilen gelirin ve diger bitkilerin (pamuk, misir, vb. hastaliklarinin
artmasiyla Cukurova bolgesi basta olmak Tlizere diger bolgelerde de ekilmeye

baslanmistir.



Cizelge 2.4 Ulkemizde son bes yilda aygicegi ekim alami, iiretim ve verim degerleri
(TUIK 2021)

Ekilen Alan (Dekar) Uretim (Ton) Verim (Kg/Dekar)
2015 5.689.950 1.500.000 264
2016 6.167.800 1.500.000 243
2017 6.813.976 1.800.000 264
2018 6.489.344 1.800.000 277
2019 6.759.834 1.950.000 288
2020 6.508.696 1.900.000 292

Tiirkiye’nin yaklasik olarak aygigegi tiretim alaninin biiyiik bir kismi %67’si
Trakya-Marmara, %11°i Dogu Karadeniz (Adana, Osmaniye, Kahramanmaras), %10°u
Orta Anadolu, %7’si Karadeniz, %3’li Ege ve %2’si Dogu ve Giiney Dogu Anadolu
bolgelerinde yapilmaktadir (Cizelge 2.5)

Cizelge 2.5 Ulkemizde aygiceginin bolgelere gdre 2020 yili ekim alani, iiretim ve
verimleri (TUIK 2021)

Bolge Ekilis alam (da) | Verim (Kg/da) Uretim (Ton)
Akdeniz 690.496 322 221.964
Bat1 Anadolu 792.013 400 316.913
Bat1 Karadeniz 811.523 281 227.640
Bati Marmara 3.442.934 265 911.782
Dogu Marmara 287.728 318 90.381
Ege 104.863 257 26.972
Giineydogu Anadolu 69.857 259 18.067
Kuzeydogu Anadolu 200.45 215 4.319
Orta Anadolu 119.266 309 36.890
Ortadogu Anadolu 8.187 220 1.798
Istanbul 161.784 267 43.274

Aygicegi tariminin iilkemizde yaygin alanda gelistirilebilmesi igin birgok 6zellik

bakimindan genetik Ozelliklerinin iyilestirilmesi verim, kalite, morfolojik ve fizyolojik
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karakterlerinin arttirilmasi gerekmektedir. 1880 yilindan giiniimiize degin yapilan klasik
1islah calismalari, yiiksek yag orani, hastalik ve zararlilara dayanikli g¢esitlerin elde
edilmesi gibi 6nemli karakterler (izerinde yogunlasilmistir (Seiler ve Rieseberg, 1997;
Faure, Serieys, Kaan, 2002; Vassilevska-lvanova ve Tcekova, 2003; Seiler ve Gulya,
2004)

2.4.Yabani Ayciceginin Genel Ozellikleri

Helianthus cinsi 17’si tek yillik ve 34’1 ¢ok yillik olmak (izere alt tiirlerle birlikte
tiirden olusmaktadir. 19 alt tiirii vardir. Bu turlerin timi Amerika kokenli olup tamami
ABD’de yabani formda bulunmaktadir. Asteraceae familyasinda bulunan ayg¢igegi toplu
bir ¢icege sahip olup, bu familyanin bir yaygin tiirii de iilkemiz bahg¢elerinde siis materyali
olarak yayginca bulunan ve pazarlarda gida olarak satilan yer elmasidir (Helianthus
tuberosus). Sayisal siniflandirmaya dayali olarak, Helianthus cinsi dort seksiyona ayrilir
(Cizelge 2.6). (Schilling, 2006; Seiler, Jan, Gulya, 2008).

Helianthus cinsinin temel kromozom sayist n=17’dir Diploid (2n=2x=34),
tetraploid (2n=4x=68), hexaploid (2n=6x=102) tiirler icermektedir. Tek yillik 14 tlrin
hepsi diploid ve 37 ¢ok yillik tiiriin 26’1 diploid, 3 tanesi tetraploid, 7 tanesi hexaploid ve
3 tanesi mixaploid tirlerdir. H. decapetalus ile H. smithii diploid ve tetraploid formlari
icerirken, H. ciliaris DC. ile H. strumosus L. hem tetraploid hem de hexaploid formlar1
icermektedirler (Seiler ve Marek, 2011; Seiler, Qi, Science, 2017). Farkli ploidi
seviyeleri, genetik cesitliligi arttirir, ancak ayni zamanda, kiiltiirlenmis germplazmlara
dahil edilmesini siklikla karmasiklastirirlar (Seiler vd., 2017). Bitki 1slahgilar1 tarafindan
yiiksek yag yiizdesi, sitoplazmik erkek kisirlik (CMS) hastaliklara ve zararlilara
dayaniklilik gibi yararli karakterleri kiiltiir formuna (2n=34) ve ticari ¢esitlere aktarmak
icin bu cins icinde birgcok tiirler aras1 melezlemeler yapilmistir ve halen de yapilmaya
devam edilmektedir. Clnkl bu yabani tlrler cok ¢esitli gen kaynagi olarak, bitki

1slahgilart i¢in son derece yararli ve gereklidir.
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2.5. Yabani Ayciceginde Tur Tayini

Aygigegi tiirlerinin belirlenmesi uzun siiredir sorun olmustur (Heiser, Smith,
Clevenger, Martin, 2017). Helianthus cinsinin taksonomik karisiklig1 ¢ok sayida farkli
faktorlerden kaynaklanir. Dogal hibrit ve geri melezlemenin yanisira, birbirinden ayri
formlar arasinda morfolojik olarak birbirine karigmaya neden olan birgok tiir
bulunmaktadir. Cok yillik tiirlerdeki poliploidi ayrica Helianthus’un karmasik tiir
siniflandirmasinda katki saglar. Bu cinsler gesitli taksonomik iyilesmelere yol agmustir.
Halen, hibrit kokenden farkli olan veya normal olmayan kosullarda yetisen ya da eksik
olarak toplanmig tek bir tiirlin icerisine yerlestirilmeye karst koyan ornekler vardir.
Turlerin ¢ogu jeolojik olarak genis oranda yayildigi icin hem kalitsal hem de kalitsal
olmayan (cevresel) bilesenleri iceren genis capta fenotipik varyasyon sergilerler.

Smiflandirmay1 zorlu hale getiren ¢ogu tiirler ayrica genetik olarak oldukga cesitlidirler.

Gray, (1889) Kuzey Amerika’da 42 tiir teshis etmistir. 20. yy.’in baslarinda
Watson’da (1929) 15’i Giiney Amerika’dan olmak tizere 108 tiir kabul etmistir. Heiser
vd., (1969),17 tiirii Giiney Amerika’dan olmak tizere, Kuzey Amerika’dan 14 tek yillik
tiir ve 36 ¢ok yillik tiirll 3 b6lum ve 7 dizi olarak teshis etmistir. Sonra, Robinson (1978),
Guney Amerika’da Helianthus’un 20 ¢ok yillik tiiriinii Helianthopsis cinsine tagimustir.
Anashchenko’nun (1974) teshisinde, Helianthus’un taksonomik siniflandirmasi 6nceki
tiim taslaklardan kokli bir ayrilisa neden olmustur. Anashchenko (1974), H. annuus’'u 3
alt turu ve alt1 varyetesi olan sadece tek yillik bir tiir olarak ve 13 alt tlrl olan sadece 9
adet ¢ok yillik tiirti teshis etmistir. 49 Helianthus tiiriinii dort bolim ve alti diziye
yerlestiren biyosistematik yontemleri kullanarak Helianthus’un bir alt cins

simiflandirmasini 6ne siirmistiir (Schilling, Heiser, Taxon, May,1981).
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Cizelge 2.6 Aycigeginin yabani tirleri (Schilling vd., 1981)

Aksesyon Tar Alt tar Tip Kromozom
Sayisi
Agrestis H. agrestis Tek yillik 34
H. niveus niveus Tek yillik 34
H. niveus tephrodes Tek yillik 34
H. niveus canescens Tek yillik 34
H. debilis debilis Tek yillik 34
H. debilis vestitus Tek yillik 34
H. debilis tardilorus Tek yillik 34
H. debilis silvestris Tek yillik 34
Annuui H. debilis cucumerifolius | Tek yillik 34
H. praecox Tek yillik 34
H. praecox praecox Tek yillik 34
H. praecox runyonii Tek yillik 34
H. praecox hirtus Tek yillik 34
H. petiolaris Tek yillik 34
H. petiolaris petiolaris Tek yillik 34
H. petiolaris fallax Tek yillik 34
H. annuus Tek yillik 34
H. argophyllus Tek yillik 34
H. neglectus Tek yillik 34
H. bolanderi Tek yillik 34
H. anomalus Tek yillik 34
H. paradoxus Tek yillik 34
H. gracilenthus Cok yillik 34
H. pumilus Cok yillik 34
Ciliares H. cusickii Cok yillik 34
H. arizonensis Cok yillik 34
H. laciniatus Cok yillik 34
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Ciliares H. ciliaris Cok yillik 68
H. mollis Cok yillik 34
H. divaricatus Cok yillik 34
H. decapetalus Cok yillik 34
H. occidentalis Cok yillik 34
H. occidentalis occidentalis Cok yillik 34
H. occidentalis plantagineus Cok yillik 34
H. hirsutus Cok yillik 68
H. strumosus Cok yillik 68, 102
H. eggertii Cok yillik 102
H. tuberosus Cok yillik 102
H. rigidus rigidus Cok yillik 102
H. rigidus subrhomboides | Cok yillik 102
H. giganteus Cok yillik 34
H. grossesseratus Cok yillik 34
H. nuttallii Cok yillik 34
H. nuttallii nuttallii Cok yillik 34
H. nuttallii parishii Cok yillik 34
H. nuttallii rydbergii Cok yillik 34

Atrorubentes H. maximilliani Cok yillik 34
H. salicifolius Cok yillik 34
H. exilis Tek yillik 34
H. resinosus Cok yillik 102
H. schweinitzii Cok yillik 102
H. californicus Cok yillik 102
H. laetiflorus Cok yillik 102
H. microcephalus Cok yillik 34
H. glaucophyllus Cok yillik 34
H. smithii Cok yillik 34
H. longifolius Cok yillik 34
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H. laevigatus Cok yillik 68
H. angustifolius Cok yillik 34
H. simulans Cok yillik 34
H. floridanus Cok yillik 34
H. silphioides Cok yillik 34
Atrorubentes H. atrorubens Cok yillik 34
H. heterophyllus Cok yillik 34
H. radula Cok yillik 34
H. carnosus Cok yillik 34
H. porteri Tek yillik 34
H. pauciflorus Cok yillik 34
H. pauciflorus pauciflorus Cok yillik 34
H. pauciflorus subrhomboideus | Cok yillik 34

Ik olarak, Anashchenko, (1974) tarafindan kullanilan boliimsel ad1 Atrorubens
taksonomik oOncelige sahiptir, bu nedenle Divaricati E. Schilling ve Heiser bolumi
Atrorubens Anashchenko ile degistirilmistir. H. exilis, morfolojik ve genetik olarak farkli
oldugunu gosteren son bilgiler nedeniyle (Jain, Olivieri, Fernandez-Martinez, 1977), H.
bolanderi ekotipinin aksine bir tir olarak kabul edilmektedir. (Jain, Kesseli, Olivieri,
1992; Oliveri ve Jain, 1977; Rieseberg, Soltis, Palmer, 1988). Helianthus verticillatus
(2n=34) yakin zamanda yeniden kesfedilmis olup ¢ok yillik tiir olarak kabul edilmistir
(Matthews vd., 2002).

2.6. Yabani Aycicegini Koruma Girisimleri

Yabani aycicegi tiirlerinin popiilasyonunu korumak ciddi bir istir, ¢linkii tim
yabani tiirleri ve tohum bankalarindaki bdlgesel olarak uyum saglamis aygicegi
popllasyonlarmi korumak igin yeterli kaynak yoktur. Ustelik depolanmis gen
kaynaklariin tyelerini yenilerken yabani ¢esitliligin énemli bir oraninin yok olmasi

muhtemeldir. Maalesef, ayg¢igegi tiirlerinden bazilar1 zaten ender ya da nesli tikenme
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tehlikesindedir ve hatta H. nuttallii T. ve G. ssp. parishii (Gray A.) Heiser’in biiyiik
ihtimalle yok oldugu diisiiniilmektedir (Seiler ve Marek, 2011; Vear, 2011).

USDA — ARS Ulusal Bitki Germplazma Sistemi (NPGS), Amerika Birlesik
Devletleri'ndeki tarimsal tirtinlerin genetik kaynaklarini korur ve yonetir. NPGS yabani
aycicegi koleksiyonu 1976'da Bushland, TX' de kuruldu ve 1985te Ames, IA, gen
bankasina transfer edildi. Kuzey Merkez Bélgesel Bitki Tanitim Istasyonunda (NCRPIS),
Ames, [A'daki yabani aygicegi koleksiyonu, 1028 yabani H. annuus girisi (%41) ile
toplam 2519 katilim igerir, 13 diger yabani yillik tiiriin popiilasyonunu temsil eden 613
katilim (%24), ve 39 ¢ok yillik tiirii temsil eden 878 katilim (%35) bulundurmaktadir. Bu
koleksiyon, dunyadaki en biyuk ve genetik olarak en ¢esitli ex situ koleksiyonu olup,
yabani ayg¢icegi turlerinin korunmasi i¢in hayati 6neme sahiptir. Yabanilere erisimlerinin
yaklasik %901 su anda dagitim i¢in mevcuttur. Yabani koleksiyonuna ek olarak,
NCRPIS, girisleri olan 6nemli sayida hat dahil olmak iizere yaklasik 2500 tlr ekilmis
aycicegi aksesyonuna erisimini korumakta ve dagitmaktadir. ABD Germplasm
Kaynaklar1 Bilgi Sistemindeki (GRIN) tanimlayici veri alaninda belirtilen bir yabani
koleksiyona sahiptir. 2011 ve 2015 yillar1 arasinda, 523 alicidan 775 siparis, ABD ve
uluslararasi diizeyde 8600 paket yabani aygigegi tohumu dagitilmistir (Marek, 2016).

1976’dan giiniimiize kadar yaklasik 30 iilkeden 300’den fazla arastirmaci 1000
yabani aygicegi orneklerini siniflara ayrrmustir. Bu katilimlar Arjantin, Fransa, Italya,
Ispanya, Almanya, Bulgaristan, Romanya, Cekoslavakya, Rusya, Yugoslavya, Hindistan,
Cin ve Meksika’daki yabani tiirler arastirma programlarinin temelini olusturmaktadir
(Seiler ve Marek, 2011). USDA-ARS'den toplanan arastirmacilarin ¢abalari sayesinde,
Sirbistan (IFVCNS), Bulgaristan (Dobroudja Tarim Enstitiisii, General Toshevo), Fransa
(INRA) gibi diger iilkelerde artik daha biiyiik aycigegi yabani tiir koleksiyonlari
bulunmaktadir. Arjantin (Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria, Pergamino),
Ispanya (Institudo de Agricultura Sostenible, Cordoba), Ukrayna (Yagl Tohum Bitkileri
Enstitlisii, Zaporozhie) ve Rusya'da (Vavilov Tiim Rusya Bitki Genetik Kaynaklari
Enstitlisii, Saint Peterburg ve Enstitiisii Aygigegi, Veidelevka) isimleri ile yabani aygigegi

koleksiyonlar1 bulunmaktadir.

Bulgaristan General Toshevo’daki Dobroudja Tarimsal Arastirma Enstitiisii

(DAI), yabani tir koleksiyonunda 428 (yesinde 51 Helianthus tiiriiniin 37’sini igerir
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(Christov, Michail, Velasco, 2008). 45 yabani aygigegi tiiriinden 600°den fazla {iye bitkisi
olan yabani tiirlerin koleksiyonun INRA (Tarimsal Arastirma Kurumu), Montpellier,
Fransa’da muhafaza edilmistir (Vear, 2011). Ayrica Sirbistan, Novi Sad, Tarla ve Bahge
Bitkileri Enstitiisii 51 yabani tiriin 39’unu igerir (Atlagi¢, 2006). Ispanya’daki Tarim
Arastirma Enstitiisti’de ise 44 tek ve ¢ok yillik yabani Helianthus tiirii bulunmaktadir
(Christov vd., 2008). Hindistan Hyderabad’daki 36 yabani Helianthus tiiri bulunmaktadir
(Mulpuri, 2009).

Bir digeri Rusya’daki Veidelevka Institute of Sunflower 8 tek yillik tiiri (208
aksesyon) ve 27 ¢ok yillik tiirii (227 aksesyon) igceren bir yabani ay¢igegi koleksiyonuna
sahiptir (Tavoljanski, Yesaev, Akhtulova, Tikhomirov, Yakutkin, 2002; Tavoljanskiy,
Chiryaev, Tikhomirov, 2004). Rusya St. Petersburg’daki N.I. Vavilov Research Institute
(VIR)’de 128 cok yillik aksesyonla birlikte 29 tiirlin 550 aksesyonunu muhafaza
etmektedir (Vear, 2011). Tiirkiye’de Trakya Universitesi’nin Bulgaristan ile iKili is birligi
TUBITAK projesi kapsaminda “Diinya Yabani Aycicegi Koleksiyon Bahgesi”
binyesinde alt tlrlerle birlikte toplam 51 yabani aygigegi tiiriinii barindirmaktadir.
Yabani ayc¢icegi tiirlerinin korunmasi ve toplanmasinda ilerleme kaydedilmis olmasina
ragmen simdiki gen bankas1 koleksiyonunda Helianthus’un mevcut genetik ¢esitliliginin
sadece bir kism1 bulunmaktadir. Bir¢ok tiiriin, 6zellikle nesli tiikenme tehlikesindeki,
tehdit altindaki veya gelisimin tehdit ettigi habitatlara 6zgii tiirlerin, ilave popiilasyonlari

toplanmalidir.

2.7. Orobans (Orobanche spp.) (Canavar Otu) Genel Ozellikleri

Yabanci otlar, gesitli ekosistemlere adapte olma yeteneklerinden kaynakli tarim
alanlarinda biylk oranda kalite ve verimde azalmalar meydana getirmistir. Parazitik
Ozelliklere bagh olarak kultlre edilmis bitkileri 6zellikle etkilemekte, birgok hastalik ve
zararlilara uygun ortam saglamaktadir. Ayn1 zamanda parazit mucadelesi yapilmakta
ancak bu kaynaklar: israf edilmekte, insan ve c¢evre saghgini tehdit etmektedir (Ozer,
Kadioglu, Onen, Tursun, 2001).

Aygicegi Dunya’da ve Ulkemizde ¢ok 6nemli bir yagli tohum bitkisi olmanin

yaninda 30'dan fazla patojeninde tehdidi altindadir. Hastaliklarin ciddiyet seviyesi
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bolgenin iklimine, patojenin dagilimina, bdlgedeki smirlayict uygulamalara bagh
olabilmektedi, Bazi1 patojenler diisiik sicakliklara, nemli ortamlara, bazilar1 yiiksek
sicakliklara ve diisiik neme ihtiyag duymakta olup, bazilartysa neredeyse her ay¢igegi
yetistiren bolgede hayatta kalabilmektedir. Patojenlerin neden oldugu bazi hastaliklar tiim
dinya icin 6nemli olup, bazilari ise daha yoreseldir. Sclerotinia kafa c¢urimesi
(Sclerotinia sclerotiorum), Phomopsis kok ve govde ¢iiriikliigii (Phomopsis helianthi),
mildiy6 (Plasmopara halstedii), orobans paraziti (Orobans cumana) (Vear, 2004; Vear
ve Grezes-Besset, 2010; Markell, Harveson, Block, Gulya, 2015), baz1 6nemli ay¢igegi

hastaliklarindandir.

Orobang, genelde iliman Kuzey Yarimkiire'ye ait Orobanchaceae familyasinda
bulunan 200'0 fazla parazitik tirind icgerir (Sekil 2.1). Orobansin tlrleri Akdeniz
ikliminde etkilidir 6zellikle 1liman iklimlerden yar1 kurak tropiklere kadar ¢ok genis
alanda etkili olmaktadir (Musselman, 1994; Elzein ve Kroschel, 2003). Orobans
(Orobanche spp. veya Phelipanche spp.) Orobanchaceae familyasinda bulunan, klorofili
olamayan yaygin bir konak¢1 olup, tamamen bagimli (obligat) kok paraziti bitkisidir. O.
crenata yaygin olarak Akdeniz bolgesi, Orta Dogu ve Dogu Afrika’da yayilirken, diger
orobans turleri daha fazla alana yayilmistir (Elzein ve Kroschel, 2003). Orobans cinsine
ait 100'den fazla tir bulunmaktadir. Bunlarin arasindan 39’u ilkemizde yayilis

gostermektedir (Davis, Mill, Tan, 1988; Zare ve Donmez, 2013). Dinya genis alana

yayilig gésteren bu bitkiler dort seksiyona sahiptir.

Sekil 2.1 Orobans’in aygiceklerine etkisi (INTFA Blog)
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Bu seksiyonlar;

sect. orobanche (sect. osproleon Wallr.),

sect. trionychon Wallr. (Eski Diinya Canavar Otlari),

sect. gymnocaulis Nultt.,

sect. myzorrhiza (Philippi) Beck. (Yeni Diinya Canavar Otlari) seksiyonlaridir.

Tarimda verim diisiislerine neden olan O. ramosa, O. aegyptiaca, O. cumana, O.
cernua, O. crenata, O. minor ve O. foetida orobans tiirleri vardir. Orobans tek yillik,
tohum ile Greyen ve bitkiler aleminde en ki¢iik tohuma sahip bitkiler arasindadir (Aksoy
ve Pekcan, 2014). Tohum agirliklar1 0,004-0,009 mg civarinda olup, oval bigimde ve 0,3
x 0,2 mm biiytikligiine sahiptir (Saghir, 1986). Orobang cinsine ait turlerin yapraklar
yoktur (Pamphilis ve Palmer, 1990). Orobansin her ¢icegi kapsiil ad1 verilen bir meyve
olusturur (Sekil 2.2). Her kapsul i¢inde ortalama 600-5000 tohum bulunmaktadir. Her
bitkide neredeyse 40-100 kapsiil olustugu i¢in bir orobans bitkisi 500.000’den fazla
tohum meydana getirmis olur (Habimana, Nduwumuremyi, Chinama, 2014). Tohumlar
yaklagik toprakta 20 yil canli kalabilmektedir (Pathak ve Kannan, 2014). Orobans
tohumlarinin ¢imlenme sicakligi 20-25°C’dir (Saghir, 1986; Linke, Sauerborn, Saxena,
1989). Orobangin ¢igeklenmesine kadar olan siire 30-60 gundur (Linke vd., 1989).

Tarlalarda toprakta kalan tohumlar bir sonraki sene tekrar orobans etkisi altinda

kalinmasina neden olmaktadir (Elzein ve Kroschel, 2003).

Sekil 2.2 Orobans’in kapstil, tohum ve ¢icek gérintisu
(http://www.parasiticplants.siu.edu/Scrophulariaceae/Orobanche.Gallery.html)
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2.8. Orobansin Ayciceginde Meydana Getirdigi Zararlar ve Tiirkiye’deki Durumu

Orobans kaynakli verim kayiplari ekonomik degeri yiiksek bir¢ok bitkide rapor
edilmistir (Parker, Riches, 1993, Parker, 2012). Verim kaybi, bulas olan bitki ve
enfeksiyon seviyesine bagl olarak degisir (Abang, Bayaa, Abu-lIrmaileh, & Yahyaoui,
2007; Bulbul, Aksoy, Uygur, 2009).

Orobans, genellikle Orta ve Dogu Avrupa, Ispanya, Tiirkiye, Rusya, Ukrayna,
Israil, iran, Kazakistan ve Cin basta olmak iizere aycicegi iiretimi yapan Glkelerde verimi
etkileyen cok énemli bir sorundur (Kaya 2014; Skoric, 2012b). Bir¢ok orobans tlrinan,
Avrupa (Muller-Stéver, Kohlschmid & Sauerborn, 2009), Fransa (Veronesi, Bonnin,
Calvez, Thalouarn & Simier, 2007), Lubnan (Haidar ve Sidahmed, 2006), Orta Dogu,
Rusya, Ukrayna, Cin, Afganistan, Kiba, Nepal, Pakistan, Hindistan, Suudi Arabistan,
Turkiye, Uganda, Tunus (Abbes, Kharrat, Chaibi, 2008), Amerika (Parker, 2009),
Ispanya ve Yugoslavya’da (Sauerborn, Buschmann, Ghiasvand, Kogel, 2002) 6nemli

Olctde verim diistisiine neden oldugu belirtilmistir.

Trakya bolgesi Tiirkiye’de ay¢igegi iiretimi en ¢ok yapilan ayni zamanda orobans
kaynakli yogun zarar goren, onemli verim ve kalite kayb1 yasayan bir bolgedir (Aksoy ve
Pekcan, 2014). Orobans farkli iklim kosullarinda sirekli yeni wklar meydana
getirebilmekte ve bunlara direncli ay¢igegi gelistirilse bile tekrar ortaya ¢ikarak tehlike

olusturmaktadir.

1985 yillarinda, Edirne ve ¢evresinde orobans yogunlugunun oldukga fazla oldugu
bildirilmistir. Trakya Tarimsal Arastirma Enstitiisii (TTAE) ve 6zel sirketlerce yapilan
denemelerde iilkemizde yayilis gosteren yeni wrklar bulunmus, etkili oldugu bolgeler
belirlenmis ve yeni gelistirilen 6zel direncli cesitlerle tehlike ortadan kaldirilmistir
(Cizelge 2.8) (Kaya, 2003b).

1982-1987 yillarinda TTAE tarafindan aygicegi ¢esitleri ile 1slah materyali
denemeye alinip yeni dayanikli hat ve ¢esitler olusturulmustur. Romanya’dan alinan 1rk
ayirici set ile bolgedeki orobansin 5 yeni irktan (A, B, C, D, E) olustugu bulunmustur.
Trakya’da ayg¢icegi ekilen yerlerin yaklasik tigte ikisinden ¢cogunda orobansin yeni irklari

gorulurken, 2004°ten sonra yeni irk orobansin tiim Trakya bdlgesinde yayilis gosterdigi
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bildirilmistir. Yapilan literatiir ¢alismalar1 sonucunda son yillarda orobangin sirekli yeni

irklar olusturdugu belirtilmistir (Cizelge 2.7).

Orobans ilk olarak 19. yiizyilin ilk yarisinda Rusya'da ayg¢icegi lizerinde bir parazit
olarak goriilmiistiir (Antonova vd., 2013). Simdiye kadar, orobang paraziti 8 irk olarak
A'dan H'ye buyuk harfler kullanilarak rapor edilmistir. A ve B irklar1 Rusya'nin farkli
bolgelerinde ortaya ¢ikmis, 1930'larda Moldova ve Ukrayna'da B irkinin goriiniimii de
rapor edilmistir (Duca, 2014; Kaya, 2014; Miladinovi¢, 2012b). B 1rkina direng aygigegi
hibritleri ile gelistirilmis; ancak bu direnis 1970'lerde Moldova'da goriilen C 1rki
tarafindan tekrar kirilmigtir (Duca, 2014). Bu donemde, yeni bir irka direngli aygigegi
melezlerini iyilestirmeye yonelik ¢alismalar, Rusya'daki eski Orobans cumana rklarina
duyarlilik ile sonuglanmistir. Yakin ge¢miste, Rusya'nin giiney bolgelerinde E, F, G ve H
olarak adlandirilan yeni ve daha tehlikeli orobang irklar1 tespit edilmistir (Antonova vd.,
2013).

Kazakistan, Romanya, Sirbistan, Bulgaristan, Fransiz ve Ispanya'da orobansin
yan1 sira, orobans enfeksiyonlar1 da iilkemizde aygigegi Uretimi icin biyik bir tehdit
haline gelmektedir. Ulkemizin aycicegi iiretiminin yarisindan fazlasmin yapildig1 Trakya
bolgesinde F 1rki oldukca yaygindir, ayni bolgenin bir¢ok farkli noktasinda G ki da
tanimlanmistir. Ayrica, son yillarda Anadolu Bdlgesi'nin ayc¢icegi tarlalarinda da 6zellikle
Konya ovasinda orobans c¢ikmaya baslamis; bu bolgede G ve H wkinin oldugu

belirtilmistir (Kaya, Evci, Pekcan, Gucer, 2004; 2012b; Molinero-Ruiz vd., 2014; 2015).

Orobansin Rusya'da ilk kez ortaya ¢ikmasindan bu yana yiliz yil ge¢mesine
ragmen, hala kontrol edilememekte ve gilinlimiizde Avrupa, Asya ve Afrika'nin bazi
bolgelerinde aycicegi iiretimi i¢in en biiyiik tehditlerden biri olarak kabul edilmektedir.
Ayrica, her gecen giin yeni bolgelere yayilmakta ve ayni hizda viriilans1 artmaktadir
(Skoric vd., 2012a; Antonova vd., 2013; Fernandez-Martinez, Pérez-Vich, Velasco,
2015).
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Cizelge 2.7 Dunyadaki farkli iilkelerde bulunan Orobanche cumana irklar1 (Molinero-
Ruiz vd., 2015; Gonzalez, 2021)

Ulke Belirlenen Belirlenen Kaynaklar
O.cumana O.cumana
Irklan Irklan
Gecmis GuUnimuz

Bulgaristan | A,B,C,D,E |E,F,G,H Shindrova, 2006; Batchvarova,
2014; Encheva 2018

Cin A A/ B,C,D,EF G| Ma & Jan, 2014; Shi vd., 2015;
Zhang vd., 2018

Almanya ABCD E,F

Macaristan | A,B,C,D E,F Zoltan, 2001; Hargitay, 2014;
Molinero-Ruiz vd., 2014

Kazakistan | Bilinmiyor C,G Antonova, 2014

Moldova B, C E,.F,GH Alanso, 1998; Gisca vd., 2013;
Duca, 2014; Duca vd., 2017,2019

Romanya |A,B,C,D,E |F,G Vranceanu vd., 1980; Pacureanu-
Joita wvd., 2004, 2008, 2009;
Risnoveanu vd., 2016

Rusya A B CD D,E,FGH Kaya vd., 20009;
Shindrova&Penchev, 2012;
Antonova vd., 2013; Skoric, 2012;
Antonova, 2014

Sirbistan B, E E,F Mihaljéevi¢, 1996; Masirevic vd.,
2012; Miladinovic vd., 2014;
Dedic vd., 2018

Ispanya B,C,D,E E, F, Gov Gonzalez-Torres  vd.,  1982;
Melero-Vara vd., 1989; Saavedra
Del Rio vd., 1994; Alonso vd.,
1996; Molinero-Ruiz vd., 2008,
2014; Fernandez-Escobar vd.,
2008; Martin-Sanz vd., 2016;
Malek vd., 2017

Turkiye D, E F,GH Bulbul vd., 1991; Kaya vd., 2004;
2012; Molinero-Ruiz vd., 2014

Ukrayna A'B,C,D E,F,GH Alanso, 1998; Burlov&Burlov,

2010; Hablak& Abdullaera, 2013;
Pototskyi, 2014; Miladinovic vd.,
2014; Maklik vd., 2018
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Bu paraziti kontrol etmenin yollarini bulmak i¢in ¢ok sayida yontem arastirilmistir
ve hala arastirilmaktadir. Fumigasyon, toprak solarizasyonu, el ayiklamasi, herbisitler,
uriin rotasyonu, yabani otlarda bocekler ve mantar beslenmesi bu yontemlere 6rnek olarak
verilebilir. Bu tiir kimyasal, fiziksel, biyolojik yontemlerin her biri, yabanci ot kontrolii
de olsa, yliksek maliyet, cevresel olarak tehlikeli, verim kaybi, tekrarlama sart1 gibi farkli
dezavantajlara sahiptir (Joel, 2000; Aly, 2007). Ayg¢igegi Uretimini kisitlayan temel
faktorlerden birisi hastaliklarin kontrol edilmesinde yasanilan zorluklar olarak ortaya
cikmistir. Bu tiir sorunlarla basa ¢ikmanin en kalict yolu, hastalik etmenine kars1 direngli
yeni ¢esitlerin gelistirilmesi olup, bu amagla yabani ve kiiltiire alinmig Helianthus
tirlerine ait genetik kaynaklarin kullanimi biiyiik 6nem tasimaktadir. Islah yoluyla
istenilen karakterlerin aktarilmas, tiirler aras1 melezlemelerle gergeklestirilir ve yeni bir
¢esidin gelistirilmesi uzun zaman alan yogun bir siiregtir (Melchinger, 1990). Bu nedenle
klasik 1slah ¢aligmalarinin basarisin1 saglayan, bu calismalarda tamamlayict ve
destekleyici onem tasiyan MAS ile bu gen aktarimini az zamanda, etkili ve ekonomik
bigimde gergeklestirmek miimkiindiir (Safti¢-Pankovi¢, Hladni, Satovic, Radovanovic,
Kraljevi¢-Balali¢ 2010).

Orobansa dayaniklilik icin aycicegi yetistiriciliginin temel amaci, istenen Or
genlerini tasiyan, yiiksek verimli aygicegi genotiplerinin gelistirilmesidir. Orobangin
yiiksek derecede oldiiriicti irklarina direng i¢in belirlenen genotipler, gen aktarimi i¢in
degerli bir kaynaktir ve 1rksal farklilagma i¢in kullanilabilir. Cogu zaman, yetistiriciler,
rksal siniflandirma i¢in dnceki ¢calismalardan elde edilen kendi soylarini kullanirlar (LC-
1093, P96, HA267, DEB-2, etc.), ancak bazi1 belirli bolgelerdeki orobans popiilasyonlari
yeterince ayirt edilememistir. Karsilik gelen farkli kendilenmis hatlarin eksikligi, orobans
direncli ticari hibritlerin (Transol, ES Bella, LG-5580, PR66LE25 ve digerleri) Avrupa
capinda standartlar olarak yaygin sekilde kullanilmasina neden olmustur. Genel olarak,
hibritler, diren¢ mekanizmalarinin kombinasyonu nedeniyle, kendi i¢cinde melezlenmis
hatlara kiyasla orobansa karst daha iyi ve daha dayanikli bir direng¢ sergilemislerdir
(Cizelge 2.8). (Fernandez-Martinez, Velasco, Pérez-Vich, 2012; Martin-Sanz, Malek,

Fernandez-Martinez, Pérez-Vich, Velasco, 2016).
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Cizelge 2.8 Aycigeginde orobans dayaniklilik genleri ve etkili oldugu irklar (Fernandez

vd., 2008; Cvejic vd., 2020).

Direncg Irklar Genler Gen Etkisi Kaynaklar
Kaynaklari
Kruglik-A- A-E Orl Dominant Vranceanu vd., 1980
41
Jdanov 8281 A-E Oor2 Dominant Vranceanu vd., 1980
Record A-E Or3 Dominant Vranceanu vd., 1980
S-1358 A-E Or4 Dominant Vranceanu vd., 1980
P-1380 A-E Or5 Dominant Vranceanu vd., 1980
SWs501 Bilinmiyor | Bilinmiyor | Dominant Ish-Shalom-Gordon
vd.,. (1993)
NR-5 E Orb5 Dominant Sukno vd., 1999
R-41 E Bilinmiyor | 2 Dominant Gen | Dominguez 1996
P-96 E Or5 Dominant Perez-Vich vd., 2004
KI1-534 E Or6, Or7 2 Dominant Gen | Rodriguez-Ojeda vd.,
(2001)
P-96 F Or6, Or7 2 Dominant Gen | Akhtouch vd., 2002
J1 (BR-4) F Or6; Or6, | Dominant, 2 | Jan vd., 2002;
Or7 Kismi Dominant | rodriguez-Ojeda vd.,
Gen 2001; Velasco vd.,
2007
LC-1093 F Or6 Dominant Pacureanu vd., 2004
R-96 F Or6, Or7 2 Resesif Gen Fernandez-Martinez
vd., 2004; Akhtouch
vd., 2002
L-86 F Or6, Or7 2 Resesif Gen Fernandez-Martinez vd.,
2004; Akhtouch vd.,
2002
K-96 F QTL Resesif Fernandez-Martinez vd.,
2004; Akhtouch vd.,
2016
LSS, S ve F HaOr7 Dominant Duriez vd., 2019
LSR
LR1 F,G QTL Louarn vd., 2016
AO-548 G Bilinmiyor 2 Bagimsiz Pacureanu Joita vd.,
Dominant Gen 2008
LC-009 G Bilinmiyor Bilinmiyor Pacureanu Joita vd.,
2009
HA267 G Bilinmiyor Tek Resesif Gen, | Imerovski vd., 2014,
QTL 2019
AB-VL-8 G Or ap-vi-s Tek Resesif Gen, | Cvejic vd., 2014,
QTL Imerovski vd.,
2016,2019
LIV-10, LIV- G Bilinmiyor Tek Resesif Gen, | Cvejic vd., 2014, 2018;
17 QTL Imerovski vd., 2019
MS-2161A G Bilinmiyor Bilinmiyor Sestacova vd., 2016
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DEB-2 G Or pep-2 Tek Resesif Gen, | Velasco vd., 2012; Gao
QTL vd., 2019
H. praecox G Or pra1 Tek dominant Sayago vd., 2018
Gen
VIR-665, G Bilinmiyor Tek Gen, Yarim Guchetl vd., 2018
VIR-221 Dominant
VIR-222
No. 667
No. 769
No. 3046
PHSC1102 Fev, Gtk, | Orsy Kismen Dominant | Hassan vd., 2008;
Gro, Gru Martin-Sanz vd., 2019
PHSC0933 Fov, Grk, | Or7 Dominant Martin-Sanz vd., 2019
Gro, Gru
13-TR-002 H Bilinmiyor Bilinmiyor TTAE, 2021

2.9. Molekiler Markarlar

Molekiiler markirlar, genomda herhangi gen bélgesini temsil eden, iliskili DNA
pargasidir. DNA markirlart farkli genotiplere ait DNA dizilis farkliliklarin1 gosteren
markirlardir. Nikleik asit temelli genetik markirlarin genom analizlerinde kullanimi
1slahgilar igin biiyiik 6nem tagimaktadir. Bu markirlar morfolojik agidan yakin olan kiiltiir
bitkilerini birbirlerinden basitce ayrilabilmektedir. Molekiiler markir polimorfik
bolgelerin tespit etmekte kullanilir. Belirlenen genin birden fazla formu bulunuyorsa
polimorfiktir. Polimorfizm, DNA dizisi, amino asit dizisi, kromozomal yapi ya da

fenotipik 6zellik belirlenebilmektedir.

Bitkilerde, viral, bakteriyel, fungal ve nematod gibi ¢esitli patojenlere karsi
dayaniklilik saglayan dayaniklilik direng (R) genleri, tarimsal biyoteknolojinin 6nemli
calisma konularindan biridir. Farkli birgok bitkiden klonlanarak karakterize edilmis olan
R genlerinin ¢ogu, NBS-LRR simnifi R genlerinden olup benzer yapisal 6zelliktedirler.
Kodladiklar1 R proteinleri de karakteristik bir diizen iginde yerlesmis ve Onemli
fonksiyonlart olan korunmus spesifik domainlerden olusmaktadir. Genel olarak ortada
“nucleotid binding site” (NBS), karboksi-terminal ucunda “leucine rich repeat” (LRR) ve
N-terminal ucunda da “Toll/interleukin” (TIR-dikotillerde) veya “coiled coiled” (CC-
monokotillerde) yapilar1 bulunmaktadir (Staskawicz, Ausubel, Baker, Ellis, Jones, 1995;
Oliveira vd., 2006). Bitkilerde bulunan R genlerinin ¢ogu, niikleotit baglanma bolgesi

(NBS) alan1 ve 16sin agisindan zengin tekrarlardan (LRR'ler) olusan proteinleri kodlar
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(Hammond-Kosack ve Jones, 1997; Ellis, Dodds, Pryor, 2000; Varshney, Graner,
Sorrells, 2005). NBS-LRR gen aileleri bitki genomlarinda bol miktarda bulunur ve
savunma veya koruyucu sistemleri tetiklemek icin gerekli proteinleri kodlamaktadir
(Dangl ve Jones 2001; 2006; Meyers vd., 1999; Meyers, Kozik, Griego, Kuang,
Michelmore, 2003; Holt, Hubert, Dangl, 2003). NBS-LRR proteinlerinin bitkilerde
hastalik direncini tetiklemede oynadigi roliin ilk kesfinden bu yana, genis bir bakteri,
mantar, nematod ve viral patojen spektrumuna direng saglayan NBS-LRR genlerini izole
etmek i¢in yaygin olarak bitkiler de kullanilmaktadir (Bent, 1996; Kanazin, Marek,
Shoemaker, 1996; Leister vd., 1998; Hammond-Kosack ve Jones 1997; Dangl ve Jones,
2001; Meyers, 2003; Hulbert, Webb, Smith, 2001). Bitkilerden klonlanan 40'tan fazla R
geninden %75'i NBS-LRR gen ailelerinin tyeleridir (Hulbert vd., 2001). Aygigeginde,
birka¢ NBS-LRR gen ailesi tanimlanmistir (Gedil vd., 2001a; Bouzidi vd., 2002; Radwan
vd., 2003; 2008; Radwan, Bouzidi, Nicolas, Mouzeyar, 2004). Bu kaynaklar, tiylu kif
ve pas direnci genleri de dahil olmak tzere R genleri i¢in ¢ok sayida aday saglar (Radwan
vd., 2007) ve ayg¢igegi genomunda bulunan R genlerinin biiylik ve karmasik aginin
giderek daha eksiksiz bir resmini olusturur. Ayrica NBS domaini i¢inde de yiiksek oranda
korunmus fonksiyonel olduklari tahmin edilen kiigiik motifler (P-loop, kinase-2, kinase-
3, hidrofobik GLPLAL) yer almaktadir (Sekil 2.3). (Meyers vd., 2003; Huettel, Santra,
Muehlbauer, Kahl, 2002).
wae TR 11— OO0
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Sekil 2.3 NBS-LRR sinifi R genlerinin genel yapist ve NBS bolgesindeki korunmus
peptid motifler (Di Gaspero ve Cipriani, 2003)
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Bu peptid motiflere 6zgiin dejenere primerler kullanilarak birgok bitki ttrinde
hastalik dayanikliligi ile iligskili RGA (Direng Geni Analoglar1) markirlart gelistirilmistir
(Leister, Ballvora, Salamini, Gebhardt, 1996; Kanazin vd., 1996; Yu, Buss, Saghai
Maroof, 1996; Michelmore, 2000). RGA’lar, bitki genomlarinda R gen lokuslariyla
baglantili olarak yaygin bigimde bulunmalar1 (Aarts vd., 1998; Pefiuela, Danesh, Young,
2002) ve yiksek polimorfizm gostermeleri nedeniyle dayanikli genotiplerin
seleksiyonunda kullanilabilen son derece basarili markirlardir (Chen, Line, Leung, 1998;
Quint, Dufle, Melchinger, Lubberstedt, 2003). Bu yontemle; hastalik ve zararlilara
direng, istenen maddenin sentezlenmesi igin markirlar kullanarak seleksiyon
yapilmaktadir. Bu da zaman ve is yiikiinii azaltarak ¢abuk bir sekilde istenen Ozellikte

bitkileri belirleme ve bunlari ebeveyn olarak segme gibi faydalar saglamaktadir.

Bu tezde iilkemizde tarim1 yapilan ay¢igeginin genotiplerindeki orobans direncine
kars1 dayaniklilik genleri ile baglantili markir potansiyeli yuksek RGA primer ciftlerinin
tespit edilmesi amaglanmistir. Elde edilen sonuglar dogrultusunda ¢alismada kullanilan
genotiplerin melezlenmesi ile gelistirilecek haritalama popiilasyonlarinda, orobans
direncine kars1 dayanikli aygicegi genotiplerinin seleksiyonu i¢in kullanilabilecek RGA
markirlari belirlenmistir. Tez ¢alismasinda kullanilacak yabani aycicegi melezleri basta
orobang olmak {izere bugiine kadar bir¢ok biyotik ve abiyotik strese dayaniklilikta gen

kaynagi olarak kullanilmustir.

2.10. Akas Sitometrisi (Flow Sitometri)

Akis sitometrisi, tek tek hiicrelerin veya diger biyolojik partikiillerin bir alic1 cihaz
tarafindan bir siv1 igerisinde, tek sira halinde alinarak bu hiicrelerin veya partikiillerin
fiziksel veya kimyasal ozelliklerinin Olgiildiigii bir yontemdir. Bu yontem dort ayr
komponentten olusur. Bunlar; 1- Isik kaynagi ve fokus yapan mercekler, 2- Akim sistemi,
3- Sinyal detektorleri ve doniistiirticiiler ve 4- Bilgi toplama, depolama ve analiz igin
bilgisayar sistemidir (Sekil 2.4). Siispansiyon i¢indeki hiicreler tek sira halinde bir 151k
icinden gecerken her bir hiicre lizerinde ayni zamanda bir¢ok Olgiimler yapilabilir.
Hiicreler lazer 1s1n1im1 gegerken en azindan bir ve muhtemelen de iki olay meydana gelir

(Johnson, 1992). ilk olay 1smnin yayilmasidir. Isin kaynagina paralel olarak yayilan 1sinlar
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hiicrenin ¢api, lazer 1s1nina 90 derece agi ile yayilan 1sinlar ise hiicrenin igyapisi hakkinda
bilgi verir. ikinci olay eger analiz edilen 6rnek florokromlarla boyanmis ise olusur.
Florokromlar laser 1sinindan enerji emer ve az enerjiyle daha uzun dalga boyunda tekrar
disar1 verirler. Sagilan 151k miktar hiicre igindeki florokromun orani ile baglantilidir. En
yaygin kullanilan florokromlardan DNA boyas: propidium iodide en fazla 488 nm
dalgaboyunda uyarilir ve en fazla 620 nm dalgaboyunda 1sin ¢ikarir. Sagilan 151 ve
dalgaboylarinin anlamli olmasi i¢in onlarin toplanmasi ve bilgi haline ¢evrilmesi gerekir.
Sinyal iletici cihazlar ile analog-digital doniistiiriiciiler tarafindan bilgisayar analizi icin

digital sinyaller haline getirilirler (Demirel, 1995).

Akis sitometrinin giiniimiizde en 6nemli uygulama alanlari; floresan boyalara
tutunmus antikorlar1 kullanarak hiicrelerin fenotipik analizinin yapilmasi, hiicrelerin
tasidiklar ozelliklere gore ayirtedilmesi ve DNA analizidir (Martinez, Beck, Allsbrook,
Pantazis, 1990). Akis sitometri DNA analizi hizli ve giivenilir bir yontemdir. DNA
iceriginin akig sitometrisi yontemiyle analizinde bir floresan boyasi kullanilir. Bu boya
hiicrelerin DNA’sina baglanir. DNA’ya baglanan boyanin miktar1 ise her bir hiicredeki
total DNA’ya orantilidir. Boylece bir hiicre popiilasyonunda DNA’da bir kayip veya
ploidi tesbit edilebilir (Demirel, 1995). Flow sitometri, teorik olarak bitkilerde genis bir
kullanim 6zelligi olmasina ragmen, en fazla ¢ekirdek DNA igerigi analizinde denemistir

(Tuna vd., 2001; Dolezel ve Bartos, 2005).

Cekirdek DNA igerigi bir hiicrenin ¢ekirdegi icerisinde sahip oldugu toplam DNA
miktaridir. Cekirdek DNA miktar1 bir tiirlin farkli bireyleri ve bir bireyin tiim hiicreleri
arasinda sabittir ve degisim gostermez. Ancak tiirler arasinda 1000 misli kadar degisim
gostermektedir. Bundan dolayida ¢ekirdek DNA igerigi bilgisi tiir i¢in spesifiktir. Bu
karakteristiginden dolay1 ¢ekirdek DNA igerigi bilgisine biyoloji, taksonomi teshis ve
smiflandirma, evrim, genetik ve bitki 1slahi ile ilgili ¢alismalarda sik sik ihtiyag
duyulmakta ve yararlanilmaktadir. Bu nedenle uygun yontemle hassas bir sekilde
belirlenmis ¢ekirdek DNA igerigi bilgisi birgok alanda kullanim alanina sahiptir (Tuna,
2013).

Ploidi ayni tiir bitkilerde gorilebilen genetik bir olaydir. Cesitli genetik
kaynaklarin tiir teshisinin ve ploidi seviyelerinin belirlenmesi, bilimsel denemelerde ve
1slah programlarinda kullanilmasi i¢in bilylik 6nem tagimaktadir (Tuna vd., 2001). Tuna

vd., (2004) calismasinda, ploidi diizeyi ile DNA igeriginin de ayni oranda artis
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gosterdigini kanitlamistir.

Flow Sitometre
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Sekil 2.4 Akis sitometrisi genel calisma prensibi (Daniel, 2004)
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BOLUM 3

KAYNAK ARASTIRMASI

3.1. Ayciceginde (Helianthus annuus) Markir Calismalari

Yabani aygicegi tiirlerinden olusan koleksiyonda, 51 yabani tiirden 37'si ¢ok y1llik
ve 140 tek yillik, 19 alt tirlerle birlikte toplam 70 tiir yabani aycicegi yetistiriciligi
yapilmaktadir (Seiler, Qi, Science, 2017).

Helianthus cinsi icerisindeki tirlerin ploidi seviyelerinde (diploid, tetraploid,
hekzaploid) farkliliklara ragmen, bir¢ok basarili 6zellikteki genlere sahip tiirlerarasi
melez iiretilmis olup, bunlar arasinda degisken kromozom sayilariyla tam veya kismi
melezler ortaya ¢ikmistir (Atlagic, 2006).

Aygicegi (H. annuus) 3500 Mb boyutundaki niiklear genoma sahip 2n=34
kromozomu bulunan diploid bir bitki oldugu belirtilmistir (Baack, Whitney, Rieseberg,
2005).

Helianthus cinsinde temel kromozom sayisi n = 17 olup, cins icerisindeki tiirlerde
somatik kromozom sayis1 2n = 34 ile 102 arasinda degigsmektedir. Bu nedenle, Helianthus
cinsi yiiksek kromozom sayisina sahip bir tir olarak kabul edilmektedir (Geisler, 1931).

Tohumlarin toplanmasi, genetik kaynaklart korumanin ilk adimidir. 1976'dan
2004'e kadar olan donemi kapsayan yabani tiir kesiflerinin gegmisi gozden gegirilmistir
(Seiler ve Gulya, 2004).

Bati, Glney ve Giineybat1 eyaletlerinden, tiirlerin temsilini artirmak igin 2015
yilinda yapilan iki kesif dahil olmak iizere, belirli tiirleri ve cografi bosluklar1 doldurmaya
yonelik son 10 yilda yabani tiir katilimlarinin iicte biri eklenmistir (Marek, 2016).

Kapsamli bir tohum koleksiyonundan yararlanan ayg¢igegi mahsuliiniin

tyilestirilmesinde yabani ayciceginin uzun ge¢misi nedeniyle, yabanilerin toplanma
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onceligi ortam olarak degerlendirilmistir. Bununla birlikte, kapsamli ex situ korumadan
yoksun olan taksonlar vardir ve bu da aygicegi koleksiyonunda bosluklara neden oldugu
belirtilmistir (Castafieda-Alvarez vd., 2016).

Yabani ayg¢icegi tiirleri, 6zellikle doku, tiiyliiliik, renk gibi yaprak dzelliklerindeki
genetik cesitliligi yaninda, tohum ve diger 6zellikler bakimindan da biiytik farkliliklar
gosterir. Arzu edilen agronomik 6zelliklerin kiiltiirii yapilan tiirlerde genotip farkliliklarin
cok daralmasi nedeniyle, yabani tiirlerden ilave edilecek yeni 6nemli genler ile
genisletilmesiyle aygigeginde pratik iireme stratejilerini desteklemek icin daha verimli
genetik materyaller gelistirmeyi amaglayan 1slah programlarinda yabani aygicegi
akrabalarinin kullanimina son yillarda fazlaca ihtiya¢ duyulmaktadir. (Seiler ve Marek,
2011; Sujatha, 2006).

Tiirleraras1 melezlemelerle, arzu edilen 6zelliklerin yabani ayciceklerinden elde
etmek icin erkek kisirligi, yag igerigi ve kalitesi gibi 6zellikler de olmak tizere birgok
verim 6gesinde, yabani akrabalari arasinda ve ayrica potansiyel yeni ¢esitler tiretmek i¢in
bugine kadar daha yakin cinsler arasinda birgok spesifik melezlemeler
gerceklestirilmistir (Faure, Serieys, Kaan, 2002; Vassilevska-lvanova Tcekova, 2003;
Seiler vd., 2017; Serieys, 1994). Bu melezleme ¢abalarindan sonra hem biyotik hem de
abiyotik stres direncinde kalite ve verim 6zelliklerinde bir¢ok faydali gen kiiltiirel tiplere
aktarilmistir (Seiler ve Marek, 2011; Seiler vd., 2017).

Fazla sayida molekiiler markirin kullanimi ve degisen yogunluklarda ¢ok sayida
baglanti haritasinin olusturulmasiyla kiiltiire alinmis ay¢iceginin (Helianthus annuus L.)
gelistirilmesinin miimkiin oldugu belirtilmistir (Knapp, Berry, Rieseberg, 2001).

Cesitli arastirmacilar tarafindan farkli markir sistemlerinin  kullanimiyla
aycigeginde olusturulan ¢ok sayida genetik harita mevcuttur (Hahn ve Wieckhorst, 2010).

Berry vd., (1994), Gentzbittel, Vear, Zhang, Bervillé, Nicolas, (1995), Jan, Vick,
Miller, Kahler, Butler, (1998) tarafindan ayg¢igeginde ilk defa RFLP (Kesilen
Fragmentlerin  Uzunluk Polimorfizmi) haritalar1 olusturulmus, daha sonra AFLP
(Arttirllmis Fragmentlerin Uzunluk Polimorfizmi) markirlar1 haritalara eklenmistir
(Peerbolte ve Peleman, 1996; Gedil vd., 2001a).

RAPD (Degisken DNA Dizilerinin Tesediifen Cogaltilmasi) markirlarinin
kullanimiyla kromozomal yapisal degisikliklerin etkileri incelenmistir (Rieseberg, Choi,

Chan, Spore, 1993). Burke vd., (2004), SSR /RAPD genetik baglanti haritasi olusturmus,
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baz1 arastirmacilar da diger genetik haritalar1 AFLP markirlarinin  kullanimiyla
gelistirmislerdir (Gedil vd., 2001b).

Cogu ayc¢icegi baglant1 haritasinda, aycicegindeki haploid kromozomlarin sayisini
temsil eden 17 baglanti grubu (LG) igermektedir. Bu haritalar1 SSR (Basit Dizi
Tekrarlar1) markirlarina dayali genetik haritalar izlemistir. Ay¢iceginde SSR markirlarini
kullanarak ilk baglanti haritasin1 olusturmuslardir. 2.000'den fazla SSR, genomik
dizilerden (gSSR) ve EST'den (EST-SSR) tiiretilmistir ve bdylece haritalama ve
genotiplemenin artik mevcut oldugu vurgulanmistir (Tang vd., 2003).

Yeni bir rekombinant dogal hat popiilasyonu kullanarak SSR markirlariyla
olusturulan haritanin yogunlugunu arttirmiglardir. Bu SSR markirlari (NCBI araciligiyla
sunulan diziler ve primerler), genlerin ayr1 baglant1 gruplarinda lokalizasyonuna izin
verdikleri igin ¢ok degerli bir araci temsil etmektedir (Yu vd., 2003).

Tim genom boyutunun %80'ini temsil eden yaklasik 3 Gb bir araya getirilmistir
ve aycicegi hibritlerinin iyilestirilmesini amaclayan tiim farkli arastirma programlari i¢in
son derece yararl bir arag¢ olusturmustur (Hu, Yue, Vick, 2007).

Aygigeginde yeni gelistirilen yiiksek yogunluklu haritalarin yiiksek ¢oziiniirligi,
ilgi alanlarimin daraltilmasini kolaylastirir ve bu da yakin gelecekte cesitli 6zellikler i¢in

genlerin tanimlanmasina ve klonlanmasina izin verdigi belirtilmistir (Dehmer ve Friedt,

1998).

3.2. Ayciceginde Orobans Irki ile ilgili Cahsmalar

Orobanche cumana Wallr., ekili aycicegi (Helianthus annuus L.) icin ciddi

parazitik bir yabani ottur (Parker ve Riches, 1993).

Orobang popiilasyonlari, viriilanslarina gore genellikle wrklara ayrilir. Simdiye
kadar, A'dan H'ye harflerle gosterilen sekiz irkla rapor edilmistir (Kaya, 2014).

Genetik calismalarla Romanya’da Fundulea'daki Tarimsal Arastirma ve
Gelistirme Enstitiisii'niin kiiltive edilmis ay¢i¢cegi gen havuzunu kullanarak bes orobans
irkinin var oldugunu belirlemislerdir. Bu irklara gére direncleri kontrol eden dominant
genleri ve irklarinin belirlenmesini kolaylastirmak tizere Or 1, Or2, Or 3, Or 4 ve Or 5
genleri i¢in “irk ayiric1 set” belirlemisglerdir. A, A+ B, A+B+C A+B+C+D
yariglarina diren¢ i¢in baskin genleri kullanarak bes Orobans irkin1 (A'dan E'ye)
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tanimlanmistir. Irk E'ye direncli kendi i¢inde melezlenmis hatlar ve hibritler basariyla
gelistirilmis, bdylece Avrupa, Asya ve diinya ¢apinda aycicegi liretimi iyilestirilmistir
(Vranceanu, Tudor, Stoenescu, Pirvu, 1980).

Son yillarda Ispanya (Fernandez-Martinez vd., 2000; Akhtouch vd., 2002),
Romanya (Skoric ve Pacureanu 2010; Pacureanu-Joita, Vranceanu, Soare, Marinescu,
Sandu, 1998; Pacureanu-Joita, Fernandez-Martinez, Sava, Raranciuc, 2009), Rusya’da
(Antanova vd., 2011 ve 2013), Bulgaristan (Christov, Batchvarova, Hristova-Cherbadzhi,
2009; Christov vd., 2010) ve Tiirkiye’de (Kaya, Evci, Pekcan, Gucer, 2004), yeni orobans
wrklart belirlenmistir. Cin'de 1979'dan itibaren aycicegi istilast da gozlenmistir. (Ma ve
Jan, 2014), Yakin zamanda 2007’de Fransa’da (Jestin, Lecomte, Duroueix, 2014) ve
2010°da Tunusta goriilmiistiir (Amri vd., 2012).

Direngli ay¢igegi germplazmasinin ortaya ¢ikmasi, belirli bir siire parazit kontrolii
saglamig, ancak bunu daha agresif orobans irklarinin yayilmasi izlemistir. Su anda
orobang, Giiney Avrupa'nin tiim iilkelerinde ve Karadeniz cevresinde ayciceginin
yetistirildigi bolgelerde, Kuzey Afrika, Israil ve Cin'de mevcuttur. Dayanikli ay¢icegi
tohumlarinin tanitimi, belirli bir siire i¢in parazit kontrolii saglamistir (Molinero-Ruiz vd.,
2015).

Moldova’da aycicegi iiretimini ciddi sekilde etkileyen yeni bir C irki ortaya
¢ikmistir (Duca, Port, Boicu, 2017). Rusya Federasyonu'nu guney bolgelerinde F, G ve
H ¢esitli orobang irklarinin varligi bildirilmistir (Antonova vd., 2011). Kazakistan'da C
ve G wrklan tespit edilmis, (Antonova vd., 2013) 1980'lerde ve 1990'larda Ukrayna'da
baskin olan orobans irklar1 C ve D 1rki daha az etkiliyken, daha sonra ayg¢igegi ekim
alanlarinda daha 6ldiiriicti irklar E, F ve G rapor edilmistir (Hablak ve Abdullaeva, 2013).
Ukrayna'nin kuzeydogusunda, H irkinin varlig1 gézlemlenmistir (Maklik, Kyrychenko,
Pacureanu, 2018).

2005 yilinda Romanya'da, son derece dldiiriicli bir orobans G 1rki ortaya ¢ikti
(Pacureanu 2009), ve daha oldiiriicii irklar sonraki arastirmalarda dogrulanmistir
(Risnoveanu, Joita-Pacureanu, Anton, 2016).

2008-2017 doneminde, orobansin kalici olarak izlenmesi, 1rksal bilesimin
degistigini gostermistir. C, E, F, G ve H wrklarinin varligy, E ve G wrklarinin yayginlig: ve
F rkiin varhigindaki disiis ile belirlenmistir (Encheva, 2018).
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Ayciceginde tam baskin direng, A — E wrklar1 da dahil olmak iizere simdiye kadar
aciklanan tiim orobans irklarina karsi bildirilmistir (Vranceanu vd., 1980), F ki
(Pacureanu-Joita, Veronesi, Raranciuc, Stanciu, 2004), G ki (Velasco vd., 2012)

caligmalariyla bildirilmistir.

Moldova'dan elde edilen sonuglar, irklarin esit olmayan mekansal dagilimim
gOstermis, E 1rkina kadar daha az oldiiriicti irklar iilkenin orta kesimlerinde baskin iken,
daha éldurici wrklar Glkenin giiney ve kuzey kesimlerinde %60'n tizerinde G ve H 1rklar
olarak siniflandirilmistir (Duca, Clapco, Nedealcov, Dencicov, 2019).

Ispanya'da yaygin olarak bulunan wklar E ve F irkidir. Son zamanlarda,
Guadalquivir Vadisi'nde Ispanya'nin kuzey kesimlerinde orobans irkalarmin yayildig
kaydedilmis ve F irkinin en 6ldiiriicii irk oldugu belirtilmistir (Molinero-Ruiz vd., 2014).
Ayrica, Ispanya’nin kuzey bdlgesinde F 1rki en bulasici 1rk oldugu bildirilmistir (Cvejic
vd., 2020).

Macaristan'da orobans F irkinin varligimi bildirilmis ve Tirkiye’de G irkinin
varligi ayni zamanda bu ¢alismayla dogrulanmistir (Molinero-Ruiz vd., 2015).

Baz1 orobang populasyonunun test edilmesi, Fas’ta G wrkinin varligimi géstermis
olup (Nabloussi, Velasco, Assissel, 2018), yine Cin'deki irksal yap1 ve dagilimin
haritalanmasi, A—G 1rklarinin varhigini tespit etmistir (Shi vd., 2015; Zhang vd., 2018).

Yeni viriilans biyotiplerinin ortaya ¢ikisini kosullandiran siireglerin daha iyi
anlasilmas1 ve bu nedenle bunlarin karsilastirilmasi, erken gelisim asamalarinda konakgi
ve parazit arasindaki etkilesimin hiicresel diizeyinde temel arastirmalarla birlikte gerekli
oldugu vurgulanmistir (Krupp, Heller, Spring, 2019).

Virtlanstaki artis, konak¢1 secici baskisinin bir sonucu olarak kabul edilmistir.
Bununla birlikte, E irkina direncli NRS hattinin duyarliligi, E irkina direngli melezlerin
tanitilmasindan dnce Ispanya'da toplanan orobans popiilasyonlar1 icin kaydedilmistir
(Molinero-Ruiz, Pérez-Vich, Pineda-Martos, Melero-Vara, 2008).

F wrkinin ortaya ¢ikisi, tek bir baskin gen Or6 tarafindan kontrol edilen direncli
genotiplerin tanimlanmasina yol agmustir. Pacureanu-Joita vd., 1998; Perez-Vich vd.,
2004, iki resesif gen Or6 ve Or7 (Akhtouch vd., 2002, Fernandez-Martinez vd., 2008) ve
iki kismen dominant gen Or6 ve Or7 olarak belirlenmistir (Akhtouch vd., 2016).

Kalhtim tarzindaki farklilik, genetik materyalin farkli ge¢mislerinden

kaynaklanmaktadir. Baskin orobans direng genleri, resesif direncin ilk kez ortaya

34



cikmasina kadar daha 6nce aygicegi yetistirme programlarinda kullanilmaktadir. Resesif
genler, ilgili parazite kars1 daha dayanikli direng elde etmeyi etkileyebildigi, ancak
direngli melez gelistirmek igin direncli genleri her iki ebeveyn soyuna dahil etme
ihtiyacin ortaya ¢ikardigi belirtilmistir (Akhtouch vd., 2002).

Direnci agiklamaya c¢alisan ¢ogu model, baskin direncin bitkinin parazite
miidahale eden bilesikleri sentezledigi aktif bir siire¢ oldugunu 6ne siirmiistiir. Tersine,
resesif direng, bitki hiicrelerinin patojenin yasam dongiisii i¢in gerekli baz1 faktérlerden
yoksun olmasinin bir sonucu olabildigi belirtilmistir. Yeni, daha 6ldiriict popilasyonlar
(G ve H) ortaya ¢iktiginda hem baskin hem de resesif kalitimi gosteren birkag yeni direng
kaynagi bildirilmistir (Imerovski vd., 2016).

Bulgaristan'da, 1927 ve 1992 arasinda, ayciceklerini parazite eden farkli orobang

irklarmi (O1 + O5) tamimlanmustir (Encheva ve Shindrova, 1994; Shindrova, 2006).

Pacurianu-Joita vd., (2004), c¢alismalarinda, yeni orobans irkinin olustugunu
ortaya koyarak, daha onceki irklara direngli P-1380 hattin1 savunmasiz hale getiren bu
yeni 1rkin F 1rk1 oldugunu, Or6 geni tarafindan belirlendigini bu yeni irka dayanikli hattin
LC-1093 oldugunu bildirmislerdir. Ayn1 gen havuzundan F ve G irklarina direngli LC
1093, LC 009 ve AO-548 hatlarin1 belirlemislerdir (Pacureanu, Raranciuc, Stanciu, Sava,
Nastase, 2008; Pacureanu vd., 2009).

Tiirkiye’de Trakya Bolgesi’nde orobang popiilasyonlarinin irklari surekli degistigi,
TTAE tarafindan yiiriitilen c¢alismalarda, hi¢bir hattin, test tam olarak direng
gostermedigi bildirilmistir (Kaya, Evci, Pekcan, Gucer, 2009).

Trakya Bolgesinde, tespit edilen 8 adet irktan (A, B, C, D, E, F, G, H) orobans
irkininda oldugu diistiniilmektedir. Su anda iilkemizde 6zellikle Trakya-Marmara bolgesi
aycicegi ekim alanlarinin %75’ini olusturmakta ve ortaya c¢ikan yeni irklar ekilen
alanlariin neredeyse tamamini kaplamaktadir.

Kaya vd., (2004)’te ise, Tirkiye’de bulunan genler ve yeni bir irkin oldugunu
bildirmisler, ayrica Tirkiye’de F irkinin virtilansinin ayn1 irktan muzdarip diger Avrupa
ilkelerine gore daha ytiksek oldugunu belirtmislerdir.

Evci vd., (2011), 1983-1990 yillar1 arasinda E irkinin F 1rk1 ortaya ¢ikana kadar

dominant 1rk olarak goriildiigiinii bildirmislerdir.
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Hem hassas hem de direngli ay¢igegi ¢esitleri, orobans tohumlarinin ¢gimlenmesini
uyarir, ancak germ tiipleri, direngli bir konaga girdikten sonra gelisemedigi belirtilmistir

(Eizenberg vd., 2003).

3.3. Yabani Aygiceginde Markir Calismalar:

Aygigegi yabani tiirleri, ova, ¢ol, tuzlu bataklik, orman ve dag gibi ¢ok ¢esitli
habitatlarda biiyldiikge farkli ¢evre kosullarina uyum saglarlar ve 6nemli 6l¢ude biyotik
ve abiyotik direng Ozelliklerine sahip olurlar. Yabani aygicegi tiirlerinin ilk
kullanimlarindan biri, Rus bilim adam1 Sazyperow'un H. argophyllus'tan gelen pasa kars1
direnci dahil etmeye c¢alistif1 aycicegi yetistiriciliginin baslangiciyla baglantiliyken,
Zhdanov, orobansa dayanikli gesitlerin gelistirilmesi i¢in H. tuberosus'u basariyla
kullanmistir (Fernandez-Martinez vd., 2015; Cockerell, 1929).

H. tuberosus, orobans R genlerinin zengin bir kaynagidir ve aygiceginde
tanimlanan ilk orobans R geni olan Orl'in kaynagi oldugu belirtilmistir (Vranceanu vd.,
1980; Parker ve Riches, 1993).

H. tuberosus, H. grosseserratus, H. mollis, H. nuttalii, H. debilis, H. neglectus, H.
niveus, H. argophyllus, H. petiolaris ve H. praecox’un bazi tiirlerinde orobans direnci
seviyeleri tanimlanmistir (Terzi¢, Dedi¢, Atlagi¢, Joci¢, Tanci¢, 2010; Jockovi'c vd.,
2018). Ayrica, H. tuberosus, H. argophyllus, H. maximiliani ve H. debilis gibi yabani
aycicegi tiirlerinde orobansa dayanikli olan genler belirlenip ve kiiltiiri yapilan
aygcicegine de aktarilmistir (Fernandez-Martinez vd., 2008).

Daha oldiiriicii bir orobang irki F'nin ortaya c¢ikmasiyla, Jan ve Fernandez-
Martinez, (2002) galismasinda, ¢esitli yabani tiirlerden ekili aygigegine direngte genleri
dahil etmek i¢in spesifikler arasi hibridizasyon kullanilmis ve bdylece dort direncli
popiilasyon gelistirilmistir (BR1-BR4). Daha sonra, yabani aygicegi tiirii H. debilis'in
popiilasyonunun, yeni irk G'ye direng i¢in dominant bir gene sahip oldugu bulunmustur

(Honiges, Wegmann, Ardelean, 2008).

Bir miktar direng gosteren tek yillik H. anomalus ve H. exilis tiirlerinde ¢ok diisiik
seviyede orobansa dayaniklilik bulunurken, yeni irklara dayaniklilik 29 ¢ok yillik yabani
tiirde bulunmustur. Incelenen ¢ok yillik 26 tiiriin hepsi dayanikli oldugu belirtilmistir
(Seiler, Jan, Gulya, 2008).
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G olarak simiflandirilan orobans irkina karsi baskin direncin, H. annuus ve H.
debilis subsp. tardiflorus tiirlerinde oldugu goriilmiistiir (Velasco, Pérez-Vich, Yassein,

Jan, Fernandez-Martinez, 2012).

Hladni, Joci, Mikli¢, Safti¢-Pankovié, Skori¢, (2009), Sirbistan'daki yillik H.
deserticola'dan tdretilen bir dogurganlik restorer hattinda F irkina karsi direnci

tanimlarken, ayni tiirdeki G 1rkina kars1 direng bildirilmistir (Cveji¢ vd., 2014).

H. praecox, H. debilis, H. petiolaris, H. tuberosus ve H. maximiliani'nin turlerinde
F ve G irklarma direng oldugu bildirilmistir (Anton, Pacureanu-Joita, Sauca, Risnoveanu,
2017).

H. tuberosus ile tiirler aras1 melezlemeden tiiretilen aygicegi genotiplerinden elde
edilen LIV-17 genotipinin Tiirkiye ve Ispanya'da bulunan orobans popiilasyonlarina
resesif direng tasidigi bulunmustur (Cvejic vd., 2018).

H. praecox'ta G orobans irkina karsi direncin yeni kaynagi olarak rapor edilmistir
(Sayago, Perez-Vich, Fernandez-Martinez, Velasco, 2018).

H. annuus ve iki ¢ok yillik yabani H. divaricatus ve H. grosseserratus’un tiirler
arasi poliploidlerinden tliremis F irkina direncin kalitimi iizerine ¢alisilmistir. Direncin
tek bir dominant gen tarafindan kontrol edildigini 6ne siriilmistir (Perez-Vich,
Akhtouch, Mufioz-Ruz, Fernandez-Martinez, Jan, 2002).

Rusya Federasyonun Rostov boélgesinden orobansin en viriilant biyotiplerinin
orobang dayanikliligi iizerine ¢alisilmis ve ¢ok yillik yabani H. decapetalus, H.
laetiflorus, H. californicus, H. giganteus, H. grosseserratus, H. salicifolius, H.
occidentalis’in orobansa direncli oldugunu, tek yillik yabani tiirlerden sadece H.
petiolaris’in zayif derecede etkilendigini bulunmustur (Antonova vd., 2011).

H. debilis subsp. tardiflorus aksesyonunun tek bir lokustaki dominant aleller
tarafindan kontrol edilen G irkina tam dayaniklilik sergiledigi gézlemlenmistir. Farkli
seviyelerde poliploidiye sahip yabani tiirlerden kiiltiir tiirlerine orobans dayanikliligin
melezlenebilirliginin  ve aktarilmasinin hem F1 hem de geri melezlenmis
jenerasyonlarinda gerceklestirilebilir oldugunu gosterilmistir (Velasco, Pérez-Vich, Jan,
Fernandez-Martinez, 2007).
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Orobang’a direng igin aygigegi genlerinin evriminin yabani Helianthus tirlerinin
yeni virlilans irklarina karsi direng saglayan baslica potansiyel genleri olusturmus
oldugunu gosterdigi son ¢alismalarda bildirilmistir (Christov vd., 2009).

Yabani aycicegi tiirlerinden ekili aygicegine orobansa direng icin genlerin
transferi, tiirler aras1 hibridizasyon ile yapildig1 belirtilmistir (Skori¢ ve Pacureanu, 2010;
Miladinovic vd., 2012b).

Orobang R (direng) genlerini tanimlamak ve ticari melezlerin ebeveynlerine
aktarmak icin geleneksel yetistirme yontemleri kullanilmistir. Geleneksel yetistirme
yontemleriyle melez hat gelisimi icin gereken siire nedeniyle, patojenin yeni irklar
genellikle onceki irklara direng i¢in genler konumlandirilmadan 6nce ortaya ¢ikar.
Dahasi, yeni diren¢ kaynaklari i¢in arastirma, patojenin yeni irklarinin kesfinden sonra
tamamen fenotipik taramaya dayanmis, boylece yeni R genlerinin kesfini ve
konumlandirilmasini daha da geciktigi bildirilmistir (Fernandez-Martinez vd., 2000).

Tek bir R genine sahip orobans direngli genotipler genellikle ¢ok kisa siirede
direnclerini kaybeder. Or5 geni tasiyan ticari aygicegi melezleri, E'den daha 6ldirici
wrklara karst direnclerini kaybettiklerinde meydana gelmistir. Siirdiiriilebilir orobang
direnci i¢in ayg¢igegi yetistiriciligi, bu nedenle, ana genlerin piramitlenmesi veya kalitatif
ve kantitatif diren¢ mekanizmalarimin birlestirilmesi gibi yeni stratejilere ihtiyac
duymaktadir. Bu nedenle, MAS araciligiyla gen piramidi, hizli genetik gelisme saglamak
icin daha etkili bir yaklasim oldugu bildirilmistir (Perez-Vich, Velasco, Rich, Ejeta,
2013).

Simdiye kadar birka¢ orobans direng geni haritalanmigtir. Or5 geni, kromozom
3'tin telomerik bolgesinde haritalanmistir (Lu, Gagne, Grezes-Besset, Blanchard, 1999).

MAS, fenotipe dayali segime kiyasla hastalik direnci i¢in 1slahta uygun, basit, daha
verimli, dogru bir yetistirme yontemi sunmaktadir. Direng genlerini tagiyan bolge veya
bolgelerin lokalizasyonu ve tanimlanmasi igin farkli tipte molekiiler markirlar
kullanilmistir (Vieira, Santini, Diniz, Munhoz, 2016).

Gegici olarak Orap.vi-g olarak adlandirilan en yakin markir, kromozom 3'te 1.5 cM
genetik mesafe ile ORS683'tur. Bu gen, Or5 ile ayn1 kromozom fiizerinde haritalanmis
olmasina ragmen, iki diren¢ geninin farkli oldugu kanitlanmistir. Or5 geni, kromozom
3'lin iist terminalinde bulunurken, en yakin genel isaretleyici ORS1036 7.5 cM asagi

akista, Orap.v 8 Kromozom 3'lin alt bolgesinde haritalanmigtir (Imerovski vd., 2019).
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F ve G wrkina dayanikli PHSCI 102 hattinin direnci orobang parazitinin
gelismesini engellemis ve SNP markir kullanimi ile ORSII geni aygicegi genomu baglanti
grubu LG4 ile eslestirilmistir (Hassan, Hoeft, Tulsieram, 2011; Martin-Sanz, Pérez-Vich,
Rueda, Fernandez-Martinez, Velasco, 2019).

Yabani tlrlerden direng genlerinin ige aktarilmasi kolay olmadigi ve bu islem
sirasinda diger birgok agronomik olarak istenmeyen (vahsi) 6zellik ortaya ¢iktigi ifade
edilmistir. Direng genlerinin eklenmesinden sonra, O6nemli tarimsal Ozellikleri
tyilestirmek ve ayni zamanda istenen orobans direncini korumak i¢in ¢ok sayida
caprazlama ve se¢im gerceklestirilmesi gerektigi vurgulanmistir. Aygiceginde
stirdiiriilebilir orobans direncinin elde edilmesinde yararlanilabilecek ¢cok sayida yaklagim
ve teknik oldugu, bununla birlikte ¢coziimin tek bir yaklasimda degil, birden fazla
yaklagimin birlestirilmesinde ve uygun kullanim igin istatistiksel araglar gelistirilmesinde
oldugu belirtilmistir (Cvejic vd., 2020).

Resesif direncin bagka bir 6rnegi orobans irki F'ye resesif diren¢ i¢in QTL'yi
(Kantitatif Ozellik Lokusu) tespit edilmis, ancak MAS'da kullanilabilecek markir
belirlemek icin ince haritalama gerekli oldugu belirtilmistir (Akhtouch vd., 2016). Ayrica,
molekiiler markirla, QTL veren orobans System 2 direnci saglayan markirlar
patentlemislerdir. Bu tiir bir direng, F ve G irklar1 i¢in orobans tohumlarinin filizlenmesini
saglar, ancak parazit topraktan ¢ikmadan ve yasam donglislinii tamamlamadan Oliir.
Orobans H irk1 Sistem 2 direnci i¢in, SSR haritasinin LG4’line, SSR markir HT0664-
CA'dan yaklasik 3 ¢cM uzaklikta eslestirilmistir. Iki SNP (Tek Niikleotid Polimorfizmi)
markir1 (HT0183 ve HT090), potansiyel markirlar olarak tanimlanmistir (Hassan vd.,
2008; 2011; Martin-Sanz vd., 2020).

Ik kez GBS (dizileme yoluyla genotipleme)’den tiiretilen SNP markirlarmi
kullanarak aygiceginde orobans irki1 F direnci i¢in {i¢ ana QTL tanimlanmistir. QTL’ye
0zgli SNP tabanlt CAPS (polimorfik dizi markiri) gelistirildi. Tanimlanan QTL’ler ve
CAPS markirlari, aygigeginde F 1rki direncine yonelik 1slahta markir destekli se¢im igin
degerli ara¢ oldugu belirtilmistir (Baytar, Celik, Doganlar, Frary, Doganlar, 2021).

Kalitim ¢aligmalari, irk F direncinin iki epistatik gen tarafindan kontrol edildigini
bildirmesine ragmen (Aktouch vd., 2002; Velasco vd., 2007), diger ¢alismalar direncin
kalitsal oldugunu one stirmiislerdir (Perez-Vich vd., 2004; Louarn vd., 2016; Akhtouch
vd., 2016).
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Son zamanlarda orobansin F irkina direng saglayan biiylik bir diren¢ geni olan
HaOr7 geni, kromozom 7 iizerinde haritalanmistir. Irk F'ye diren¢ saglayan HaOr7
geninin islevini haritalamak ve tanimlamak i¢in genomik ve harita tabanli klonlama
stratejisini birlestirilmistir. HaOr7 geninin LRR reseptérli benzeri bir zar proteini
oldugunu ve irk F’ye diren¢ sagladigini bu genin orobansin bitki kokinin vaskuler
sistemine baglanmasini siirladigi bildirilmistir. (Duriez vd., 2019), Hassan vd., (2008)
ve Martin-Sanz, (2020) ¢alismalarinda Org,’leri kromozom 4’{in iist yarisina yerlestirdi.

G wrkina direng kazandiran Orgeb2 geninin, tescilli SNP markirlart DHA1000240 ve
DHAIO07796 arasindaki patent basvurusunda kromozom 4 iizerinde eslestigi
gosterilmistir (Gao vd., 2018).

Gao vd., (2018) calismasinda aygicegi genetik haritasinin kromozom 4’lin
tizerinde yer aldigin1 belirtmesine ragmen genetik haritalamasi ve direng mekanizmasi
hakkinda bilgi vermedigi i¢in bunun {izerine SNP tabanli ayristirma analizi yoluyla
Orgeb2nin kromozom 4’teki konumunu dogrulamak, SSR, SNP ve diren¢ aday geni
markirlart kullanarak Orgep2’yi igeren baglanti haritasi gelistirilmek istenmistir. Sonug
olarak Orgenz2’nin kromozom 4’iin st yarisinda 0,9 ¢cM araligi i¢inde bulunmasina izin
veren SNP markirlar1 ile yogun sekilde genotiplendirilmistir. Bu aralik, gen iceren
aycicegli referans genomunun 1,38 Mbp genom bolgesine karsilik geldigi
belirtilmistir (Fernandez-Aparicio, Moral, Munos, Velasco, Perez-Vich, 2021).

Yedi direncli, toleransli ve hassas aycicegi hatt1 test edilmis ve incelenen dort
diren¢c geninin transkripsiyonel aktivitesinde daha yiiksek stabilite bildirilmistir.
Sonuglar, direngli genotiplerin stres kosullarina maruz kaldiklarinda normal metabolizma
seviyelerini koruyabildiklerini ve geri kazanabildiklerini gostermistir (Sestacova, Gisca,
Cucereavii, Port, Duca, 2016).

Bitkilerin tim genomunun, proteomunun ve metabolomunun analizindeki son
biyoteknolojik gelismeler, direngle ilgili ¢ok sayida genin/proteinin daha genis bir 6l¢ekte
kesfedilmesini ve karakterize edilmesini saglamistir. Aygicegi genomundan
yararlanmanin saglam temeli, son zamanlarda kamuya agik olan genom dizisiyle
olusturulmustur (Badouin vd., 2017).

Aycicegi orobans genomu, genom dizisinin ek agiklamasi i¢in 20 transkriptomik
deneyin eklenmesiyle yakin zamanda dizilenmistir. Bu, ay¢icegindeki viriilans genleri ile

etkilesimler olarak orobang genlerinin tanimlanmasi icin bir baslangi¢ noktasi olabilir.
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Ayrica, aycicegi tarafindan gelistirilen diren¢ mekanizmalarinin daha iyi anlasilmasi ve
yeni diren¢ genlerinin ortaya c¢ikarilmasi i¢in bir baslangic noktasit olabilecegi
belirtilmistir (Gouzy vd., 2017).

Konakg1 genotipler genellikle birden fazla patojen irkina direng kazandiran allelik
olmayan R genleri tasidigi, Ornegin, aygigegi iki cok biiyilk NBS-LRR kiimesi
bulundurdugu agiklanmigtir (Bouzidi vd., 2002; Radwan vd., 2003; Radwan, Bouzidi,
Nicolas, Mouzeyar, 2004).

Bugiine kadar RGA teknigi kullanilarak birgok bitki tiirtinde ¢esitli patojenlere
kars1 dayaniklilila iligkili (piring, domates, tiitiin, keten, bugday ve arpada) birgok RGA
tanimlanmistir  (Leister, Ballvora, Salamini, Gebhardt, 1996; Kanazin, Marek,
Shoemaker, R. 1996; Yu, Buss, Saghai Maroof, 1996; Michelmore, 2000).

Fenotipik tarama, orobansa direng i¢in 1slahin 6nemli bir 6gesi olsa da yeni direng
kaynaklarin1 tanimlama siireci, orobans R genlerini klonlayarak ve belirli lokuslar ve
alleller i¢in teshis amagli DNA markirlart gelistirerek hizlandirilabilir ve NBS-LRR, R
aycicegi gen kiimeleri igin biiyiikk olclide gelistirilebilmektedir (Bouzidi vd., 2002;
Radwan vd., 2003; 2004; 2007).

Yuksek oleik asit iceren aygicegi hibritlerinde hem oleik asit icerigi hem de
orobansa direnci belirlemek icin SCAR (RTS28, RTS29, RTS40 ve RTS41) ve SSR
(ORS1036 ve ORS1040) markirlar1 Or5 genine baglantisina bakilmistir. Analizlere gore,
calisilan ayg¢icegi melezleri A-E irklarina karsi direngli bulunmustur (Bilgen vd., 2018).

200 primer ¢iftinden direngli ve hassas bitkiler arasinda yalmizca 4 polimorfik
markir tespit etmistir. Yeni tanimlanmig NBS-LRR lokuslart i¢cin SSCP markirlari,
LG3’iin iist segmentiyle eslesmistir. Or5 lokusuna en yakin markir (2,6 cM) RGA181
olurken, RGA172 ise Or5 lokusundan 7.5 ¢cM’de bulunmustur. Ote yandan, RGA206 ve
RGA192, Or5 lokusunun 33 cM proksimalinde eslesmistir (Radwan vd., 2009).

Or6'dan daha yiiksek bir diren¢ geni tasiyan aygigegi hatti HA-267'de tek bir
resesif direng geni bildirilmistir (Imerovski vd., 2016; 2019).

Tang vd., (2003) Or5 lokusunun 6,2 ¢cM proksimalinde en yakin SSR markir
eslesmesi ile baglanti grubu 3’iin telomerik bolgesine yerlestirmistir.

LG3'ten gelen primerlerin, LC1093 hattindan sokulan orobang diren¢ geni ile
baglantil1 oldugunu dogrulamistir. U¢ SSR markir1 (ORS1114, ORS1036 ve ORS1222),

41



direng i¢in farkli oranlarda (%56, %81 ve %65) bulunmustur. Or5 i¢in MAS'daki RAPD
ve SSR primerlerinin etkinligi test edilmis ve primerlerin hicbirinin yeterince verimli

veya dogru olmadig1 vurgulanmustir (luoras, Stanciu, Ciucd, Nastase, Geronzi, 2004).

Or genlerinin tek baskin genler oldugunu, LG3’ten belirledigi ti¢ markirin durum
katsayilari sonucuna gore direng genleri arasinda iligski oldugunu belirtmistir. Or6 geninin
ORS1036-240 bp., ORS1114-265 bp. allelleri arasinda ilisgki bulmus, Or4 geninde
ORS665-281 bp., ORS1114-264 bp ile iliskilendirmis ve Or2 geni iginse ORS1114-260
bp. allelleri arasinda yiiksek oranda iligki tespit etmis ve B, D, F wrklarina direng
kazandirmistir (Imerovski vd., 2013).

Ekspresyonu cevre tarafindan etkilenen ve F2:3 ailelerinin evrimine bagl olarak
digenik modeli dogrulayan ikinci bir gen olan Or7’nin varligini 6ne stirerek, Or6
alellerinin eksik baskinliginin ve H. grosseserratus ’tan tiiremis germplasmanin farkli bir
ayrimi1 oldugu belirtilmistir (Velasco, vd., 2007).

Uretilen gok yillik yabani H. grosseserratus, H. maximiliani ve H. divaricatus
tiirlerin poliploidleri F irkina dayanikli ve BR1 ile BR4 arasinda isimlendirilen F 1rkina
direncli dort germplasm popilasyonunun ortaya c¢ikarilmasina neden oldugu

vurgulanmigtir (Jan, Fernandez, 2002; Rodriguez-Ojeda vd., 2001).

Ispanya’dan calisilan 50 orobans popiilasyonu ile 15 SSR primeri denenerek
genetik farkliligin belirlenmesi hedeflenmistir. Orobans parazitinin kontrol altina
alinmast ve devamliliginin saglanmasinin 6nemi vurgulanmistir (Pineda-Martos,

Velasco, Fernandez-Escobar, Fernandez-Martinez, Pérez-Vich, 2013).

3.4. Yabani Aygiceginde Akis Sitometrisi Calismalari

Ilk olarak akis sitometrisi, insan hiicrelerindeki DNA miktarin1 6lgmek icin
kullanilmistir. Farkli hiicreleri ayirt eden 151k sinyallerini tespit edebilmek i¢cin mikroskop
bazli bir akis sitometrisi tasarimi uygulamislardir (Kamensky, Melamed, Derman, 1965).
Daha sonralar1 yapilan g¢aligmalar sonucunda genel tasarimda onemli degisiklikler
meydana gelmis ve gilinlimiiz sitometrilerine oldukc¢a benzeyen bir tasarim ortaya

cikarilmistir (Fulwyler, 1965).
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Feulgen metodu kullanilarak niikleer DNA igerigi bilgisi, poliploidlerin genom

yapisini ve progenitorlerini belirlemek i¢in de kullanilabilecegi belirtilmistir (Rees ve

Walters, 1965).

Akis sitometrisi yontemi bitkilerde olduk¢a yaygin bir kullanim potansiyeline
sahip olmasmin yanisira, en ¢ok cekirdek DNA analizlerinde ve bitkilerin ploidi
seviyelerinin belirlenmesinde kullanildigr belirtilmistir (Galbraith, Harkins, Maddox,
Ayres, Dharam, 1983).

Akis sitometrisi yonteminin bitkilerde hayvandan sonra kullanilmaya
baslanmasinin nedeni tek hiicre siispansiyonu gerektirmesinden dolayidir. Cekirdeklerin
uygun siispansiyonlariin hazirlanmasindaki zorluklar nedeniyle flow sitometrinin bitki

analizlerinde kullaniminin zaman aldig1 vurgulanmistir (Shapiro, 1985).

“C” harfi haploid kromozom takimina sahip bir hiicre ¢ekirdegi icerisindeki DNA
miktarini, 2C degeri ise diploid genomun DNA miktarini ifade etmektedir. Bitkilerin
cekirdek DNA’larina ait C degerleri 0.1 pg ile 125 pg arasinda degisim gosterir. Ayrica
pikogram cinsinden belirlenen DNA miktarlar1 niikleotid baz ¢iftine (1pg=980 Mbp)
dontistiiriilebildigi belirtilmistir (Bennett ve Leitch, 1995; Tuna, 2009).

Cekirdek DNA miktart hem bir bitkinin hiicreleri arasinda sabit kalmakta, hem de
ayni tiiriin farkli bireyleri arasinda degismemektedir. Bundan dolay1 c¢ekirdek DNA
icerigi her tlrde spesifiktir, bu 6zellikte, sitotaksonomi ve evrim galismalar1 blyiik dnem
tagimaktadir. (Bennett ve Leitch, 1995; Bennett ve Smith, 2000).

Sims ve Price (1985) ise, 19 diploid Helianthus turinid mikrospektrofotometri

yontemiyle belirlemislerdir.

Aygicegi Diinya’da kiiltiirii yapilan 6nemli bitkilerinden birisidir. Bu nedenle
cekirdek DNA analizlerinin bazi ayg¢igegi tiirlerinde daha 6nceden yapilmistir (Baack,
Whitney, Rieseberg, 2005; Kantar, 2014; Kallamadi ve Mulpuri, 2016). Kantar vd.,
(2014), aycicegindeki genomik gesitlilik tizerine ¢alismis, kullandiklari 21 tir aygigeginin
aksesyonlarinin ¢ekirdek DNA igerigini akis sitometrisi yontemi ile belirleyip,
kullandiklar1 turlerin diploid olduklarini belirtmislerdir.

Diinya’da da bu yontemle ay¢igegi tiirlerinde ploidi analizleri yapilmis ve mevcut

aycicegi tiirlerinin kromozom sayilari ve ploidi diizeyleri belirlenmistir. Daha once
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ayciceginde yapilmis olan ¢ekirdek DNA igerigi analizlerinin ¢ogunlugu eski bir yontem
olan ve c¢ekirdek DNA igeriginin olduk¢a kaba bir sekilde hesaplanabildigi
mikrodensitometri yontemiyle yapilmistir. Daha yakin zamanlarda ise ¢ekirdek DNA
analizleri uygun bir metot olan akis sitometrisi kullanilarak bazi ay¢igegi tiirlerine ait
aksesyonlarin cekirdek DNA igerikleri belirlenmistir. Ozet olarak aygicegi tiirlerinin
cekirdek DNA icerikleri ile ilgili literaturde bulunan bilgilerin 6nemli bir kism1 uygun
olmayan yontemlerle ve yeterli hasasiyet gosterilmeden elde edilmis ve dolayisiyla bu

bilgilerin giivenirlilikleri tartisilmistir (Kallamadi ve Mulpuri, 2016).

Ayn1 zamanda, Kallamadi ve Mulpuri, (2016), diploidler, tetraploidler ve
hekzaploidler dahil olmak Uzere 19 Helianthus tlrlne ait aksesyonlarin nilkleer DNA
icerigi incelenmis ve 2C niikleer DNA igeriginin Helianthus turlerinde 6.8 pg ila 22.4 pg
arasinda degistigini belirlemistir. Ayrica, pigmentasyon dahil vejetatif 0zellikler igin
yabani aycicegi tiirlerinde genis bir degisiklik gozlemlemislerdir. Ayni arastirmacilar
caligmalarinda, yabani Helianthus tdrlerinin ploidi seviyesini belirlemek icin flow
sitometri kullanmiglar ve melez tiirlerin ploidi seviyelerini dogrulamak i¢in ¢ok yararl
bir yontem oldugunu vurgulayarak, ayn1 zamanda, bu yontemin ay¢i¢egindeki 1slah
programlarina tiirler arast melezlerin entegre edilmesine yardimci olacagini
belirtmislerdir.

Geleneksel olarak ploidi seviyeleri, kok u¢larinin meristem dokularini kullanarak
hazirlanmis preparatlar iizerindeki hiicrelerin kromozomlarmin 1sik mikroskobu ile
sayillmasiyla belirlenmektedir. Ancak bu klasik yontem oldukca zor olup, Helianthus
cinsinde genelde kromozom sayilar yiiksek oldugundan hatalara neden olabilmektedir.
Bu nedenle, genis hibritlesmeleri igeren aygicegi 1slah programlarinda ebeveynlerin ve
bunun sonucunda ortaya ¢ikan melezlerin safligini analiz etmek i¢in daha uygun ve dogru
alternatif yontemlere ihtiya¢ duyuldugu bildirilmistir (Seiler ve Marek, 2011).

Michaelson vd., (1991), H. annuus’un kultir ve yabani formlarinda ¢ekirdek DNA
iceriginin 6.01-7.95 pg arasinda degisim gosterdigini bildirmistir.

Akis sitometrisi ile 13 aygigegi tiiriine ait 70 ay¢icegi aksesyonunun ¢ekirdek DNA
igerigi ve ploidi diizeylerinin belirlenmesi Uzerine ¢alisilmig, yapilan ¢ekirdek DNA
analizleri sonucunda c¢alismada kullanilan bitkilerin 2C ¢ekirdek DNA igerikleri 24,232
pg/2C (P1468415) ile 5,820 pg/2C (P1435763) arasinda degistigi saptanmigtir. Bununla
birlikte ¢alismada kullanilan aygigegi tiirlerinin ortalama 2C ¢ekirdek DNA igeriginin
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23,833 pg/2C (Pl 468415) ile 5,93 pg/2C (Pl 673249) arasinda degistigi sonucuna
varilmistir. Bu da baz tiirlere ait aksesyonlarin oldukg¢a benzer ¢ekirdek DNA igerigine
sahip iken, diger bazi tiirlerin aksesyonlar1 arasinda nispeten daha biiyiik farkliliklar
gozlenmistir. Bu nedenle baz tiirler ¢ekirdek DNA igerigi bakiminda diisiik digerlerinin

ise yuksek bir varyabiliteye sahip olduklar1 vurgulanmistir (Sahin, 2019).
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BOLUM 4

MATERYAL VE YONTEM

4.1. Bitki Materyallerinin Elde Edilmesi

Bu tez ¢alismasinda orobansa dayaniklilik i¢in kullanilan bitki materyali; TTAE
tarafindan aygicegi 1slah programlarinda kullanilan materyaller igerisinden belirlenmistir.
Secilen melezleme popiilasyonunda, 9728 B ¢esidi dayanikli ebeveyn (DE) olarak, 2517
B ¢esidi ise hassas ebeveyn (HE) olarak kullanilmistir. Tez calismasi bu ebeveynlerin
melezlenmesi ve kendilenmesi ile elde edilen toplam 60 F2 materyali ile ebeveyn ¢esitler
calisma i¢in kullanilmigtir. Hastalik testleri sonucunda taranan F2 genotipleri dayanikli
F2, hassas F2 olarak ayrilmistir ve bu bireyler molekiiler markirlarin segiciliginin
belirlenmesinde kullanilmistir. Molekiiler markir taramalar1 yabani tiirlerden 6nce bu
melez popiilasyonunda yapilmistir. Boylece Or5 ile baglantili olan ve seleksiyon igin
kullanilabilir markirlar tespit edlimeye calisilmis ve ardindan yabani tiirlerin taranmasi
hedeflenmistir. Ancak bu amagla kullanilabilecek bir molekiiler markir tespit edilemedigi

icin, yabani turler sadece flow sitometri denemelerinde kullanilmistir.

4.2. MolekUler Markir Analizleri

Bu tez caligmasi icin yapilan tiim molekiiler calismalar, Trakya Universitesi
Miuihendislik  Faklltesi Genetik ve Biyomuhendislik Bolumu  Biyoteknoloji

Laboratuvarlarinda gercgeklestirilmistir (Sekil 4.1).
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Sekil 4.1 Trakya Universitesi Mihendislik Fakiltesi Genetik ve Biyomiihendislik
Boliimii Biyoteknoloji Laboratuvari

4.2.1. Homojenizasyon

Bitki materyalinden DNA izolasyonu i¢in dncelikle homojenizasyon yapilmaistir.
60 adet bitkinin -20°C’lik dondurucuda muhafaza edilen taze yapraklarindan yaklasik
150-200 mg kadari kii¢iik parcalar halinde 2 mI’lik tiipler i¢erisine alinmistir. Her bir tiip,
sivi azot (-196°C) icerisinde dondurulmustur. Daha sonra pargalama isleminin
gergeklestirilmesi igin her bir tiip i¢erisine zirkonyum oksit boncuklar eklenip 10 mg PVP
ilave edilerek, doku homojenizatorii (Next Advance, Bullet Blender) ile 2 tekrarh
saniyede 30 devir hizinda 1,5 dakika maksimum hizda parcalama islemi
gergeklestirilmistir (Sekil 4.2). Bu islem, ornekler tamamen homojen bir sekilde
par¢alanmis hale gelene kadar 2-3 defa tekrar edilmistir. Bdylece 6rnekler DNA

izolasyonu i¢in hazir hale getirilmistir.

4.2.2. Genomik DNA (gDNA) izolasyonu

Bitki materyaline ait yaprak orneklerinin DNA’lar1 asagida detaylar1 verilen
Doyle&Doyle’nin (1990) CTAB (Cetyl Trimethylammonium Bromide) yontemleri

kullanilarak izole edilmistir.

1) Ornekler 65°C’ye 1sitilmistir ve kullanmadan hemen énce %0,2 B-mercaptoethanol
ilave edilmistir, %2 CTAB Extraction Buffer’dan 750ul eklenmistir (%2 CTAB, 20mM
EDTA, 100mM Tris, 1,4M NacCl, pH:8,1).

2) Dakikada 500 devir 1siticili ¢alkalayicida 65°C’de 25 dakika inkiibasyona birakilmistir.
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3) Oda sicakligina sogutulan 6rneklere 750ul fenol: kloroform: izoamilalkol (25:24:1)
ilave edilerek 20-25 defa ters-duz edilmistir.

4) Ornekler 13000 rpm’de oda sicakliginda 15 dakika santrifiij edilmistir.

5) Santrifiij sonrasi olusan tist faz (siipernatant) dikkatlice 1,5ml’lik tiiplere alinmistir ve

oda 1s1sinda 750ul kloroform eklenmistir.
6) Ornekler 13000 rpm’de oda sicakliginda 15 dakika santrifiij yapilmustir.

7) Santrifiij sonrasi olusan st faz tekrar 1,5ml’lik tiiplere alinarak, alinan hacmin 0,5 kati
oda sicakliginda SM NaCl ve 2 kat1 -20°C’de sogutup %99,8 etanol ilave edilerek 5-10
defa ters-diiz edilmistir.

8) Ornekler +4°C’de 20 dakika beklenmistir.

9) Ornekler sogutmali santrifiijde 13000 rpm’de +4°C’de 10 dakika santrifiij edilerek
DNA pelletlerinin dibe ¢cokmesi saglanmistir.

10) Santrifiij sonras1t DNA pelletlerinin diismediginden emin olunarak {ist siv1 atilmis ve

Iml %75 etanol ilave edilerek pelletlerin serbest hale gegmeleri saglanmistir (Sekli 4.2).

11) 13000 rpm de 5 dk santrifiij yapilmis ve st sivi tekrar atilarak DNA pelletleri

kurutulmustur.

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

pelletlerin ¢oziinmeleri saglanmstir.

13) Orneklere 2’ser ul RNase A (10mg/ml) ilave edildi 37°C’de 30 dakika enzim
aktivasyonu i¢in inkiibasyon saglanip ve ardindan 65°C’de 10 dakika enzim

inaktivasyonu icin bekletilmistir.
14) Orneklere 300ul TE Buffer ilave edilerek hacim 500ul’ye tamamlanmustir.

15) Orneklere 500ul fenol: kloroform: izoamilalkol ilave edilerek 10-15 defa ters-diiz

edilmistir.

16) 13000 rpm’de 15 dakika santrifiij edilmistir.
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17) Ust faz yeni 1,5ml’lik tiiplere alinmis ve alman &rnek hacminin 0,1 kat1 kadar
+4°C’de 3M Na-asetat (pH:4,8) ve 2 kat1 kadar -20°C’de %99,8 Etanol ilave edilerek 5-

10 defa ters-yuz edilmistir.
18) Ornekler -20°C’de 1 saat beklemeye birakilmistir.

19) +4°C’ye ayarlanmis sogutmali santrifiijde 13000 rpm’de 15 dakika santrifiij

edilmistir.

20) Ust sivi atilmis ve 1ml -20°C’de sogutuldu %70 Etanol ilave edilerek pelletlerin

serbet hale gecmesi saglanmaistir.

21) Ornekler +4°C’ye ayarlanmis sogutmali santrifiijde 13000 rpm’de 5 dakika santrifiij

edilmistir.
22) Ust s1v1 atilarak pelletlerin kurutulmasi saglanmustir.
23) Kurutulan pelletlere 200ul TE ilave edilerek ¢ozindurilmiistiir.

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 kaldirilmastir.

P o uia’“v"p’

B e 1h e
WSRO
 $ A7)

Sekil 4.2 Aycicegi Orneklerinden DNA izolasyonu
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4.2.3. DNA Miktar ve Kalite Tayini

DNA miktar tayini icin OPTIZEN NanoQ Spektrofotometresi kullanilmis ve
ornekler icin DNA miktar1 ng/ul cinsinden OD260/0OD280 (niikleik asit saflig1 igin)
oranina dikkat edilerek kaydedilmistir.

4.2.4. Agaroz Jel Elektroforez Sistemi ve Jel Goruntuleme

Elektroforez sistemi icin Oncelikle floresan isaretleyeci boya olarak etidyum
bromiir’iin (30 mg/L) (EtBr) kullanidig1 %2 lik agaroz jel hazirlanmistir. PCR {irtinleri,
hazirlanan bu jelde uygun taraklar ile olusturulan kuyucuklara yiiklenmistir. Elektroforez
tankina yerlestirilen jel %2 lik TAE (Tris 1.6 M, asetik asit 0.8 M, EDTA 40 mM)
tamponu igerisinde 120 Volt/80 Amper’de 1 saat siiresince yiiriitiilmiistiir. Elektroforezde
standart olarak 100bp DNA Ladder (Cat no: 10488-058) kullanilmistir. Elektroforez
islemi bittikten sonra DNA bantlar1 gel goriintiileme cihazi (Bio-imaging System

MmiBIS Pro) ile goriintiilenerek, Gel Quant Express programi ile analiz edilmistir.

4.2.5. Or5 Geni I¢in Markir Calismalari

Markir analizleri i¢in dayanikli ve hassas ebeveyn hatlar ile bunlarin melezlenmesi
sonucu elde edilen F2 genotipler kullanilmigtir. Dayanikli ve hassas F2 genotiplerden
30’ar adet kullanilmis ve gDNA’lar1 esit miktarda (25 ng/ul) bir araya getirilerek
dayanikli F2 bulk (DB) ve hassas F2 bulk (HB)’lar olusturulmustur. Her bir markir 6 adet
ornek (Dayanikli ebeveyn (DE), Hassas Ebeveyn (HE), Iki Dayanikli F2 bulk (DB), iki
Hassas F2 bulk (HB)’de taranmustir.

Tez caligsmasi i¢in bolgedeki orobans irklarina dayaniklilik saglayan Or genleri
hedef alinmig, markirin gen bdlgesine yakinligina dikkat edilmistir. Gen ile baglantili
markirlar literatiir taramasi sonucunda belirlenmistir. Bunlar RGA172, RGA181,
RGA192, RGA206 (Radwan vd., 2008), ORS1114, ORS1036, ORS665, ORS1021
(Imerovski vd., 2013) markirlaridir. Markir caligmalari igin uygun PCR reaksiyon

kosullarinin belirlenmesi olduk¢a Onem tasimaktadir. Bunun i¢in optimizasyon
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calismalar1 yapilmistir. Denemeler sonucunda primerlerin ¢alistig1 en uygun sicaklik ve
dongii  kosullart bulunmus olup, taramalar bu kosullarda gergeklestirilmistir.
Rekombinasyon orani markirin gen bolgesine gore degisir. Bu mesafeye yakin

markirlarin denenmesi gereklidir (Sekil 4.3).

00 —F~ Orf 0.0 ORS1036
26 RGCI81
38 I CRT392
46 / \OR51036
N 8.3 ORS1112
75 017 8.6 [NORS202
- | casimnen 10.6 ORS665
102 -~ [ CRT314
13.1 ORS1040 15.1 ORS820
187 ORS1112 - U
19.3 N\ /OR3683 19.6 Of ob.vi8
19.6 = ORS3R
216 ORS820 243 ORS657
2o M
231 | > CRT17 - ORS1080
246 7-& ORSTT?
249 //1\\ ORS657
25.6 / \ ORS1021 339 ORS1222
275 / —\ ORS256
310 7 /5\\ ORS1222
/ \ 40.7 ORS485
38 RG('206
24d RGCI9 43.5——0RS924

Sekil 4.3 Aygicegi Or gen bolgesi genetik haritalamasinda markirlar ve uzakliklart
(Radwan vd., 2008; Imerovski vd., 2016; Tang vd., 2003)

Ayrica bu ¢alisma kapsaminda, cesitli bitkilerin R genlerinde bulunan korunmus
P-loop, Kinase-2, kinase-3, GLPLAL ve LRR bdlgelerine 6zgiin olarak tasarlanmis
dejenere primerlerin kullanildigi “Resistance Gene-Analog Polymorphism (RGAP)”
markirlar1 da test edilmistir. RGAP analizleri kapsaminda 40 adet RGA primeri farkl
kombinasyonlarda ileri-geri primeri olarak kullanilmig, asagida tanimlanan 40 adet
primer (Cizelge 4.2), 52 kombinasyonda denenmis ve orobans dayaniklilig1 ile baglantili

baska bir markir belirlemeye ¢alisilmistir.
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Cizelge 4.1 Aycigegi Or gen bolgesi igin kullanilan gen, irk ve markirlar

Gen

Irk

Markir

Kaynaklar

Oor2

E

ORS1114

Imerovski vd., 2013

Or4

ORS665
ORS1114

Imerovski vd., 2013

Or5

ORS1112
ORS1114
ORS1036
RGC172
RGC192
RGC181
RGC206

luoras vd., 2004;
Tang vd., 2003;

Radwan vd., 2008

Or6

ORS1036
ORS1114

Imerovski vd., 2013

or7

ORS683
ORS1112
ORS202
ORS1040

Guchetl vd., 2020

Or apvi-g

ORS683
ORS657

ORS 202
ORS1112
ORS820
ORS1080
ORS1222
ORS924

Imerovski vd., 2016
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Cizelge 4.2 Calismada SSR analizi i¢in kullanilan primerler

Primer Ad1 | Dizisi (5°-3°) Gen Domain Referans Markar
Tipi
CLRR-INV1| GCAGCAACTTGTGC Cf9 LRR Shivd. (2001) | RGA
CLRR-INV2 | TCTTCAGCTATCTGC Cf9 LRR | Chenvd. (1998) RGA
NLRR.INV1 | TGCTACGTTCTCCGGG N LRR Yan vd. (2003)| RGA
NLRR.INV2 | TCAGGCCGTGAAAAATAT N LRR | Chenvd. (2007)] RGA
Cre3.LRR.r | CAGGAGCCAAAAATACGTAAG Cre LRR Yan vd. (2003)| RGA
XLRR.f-r CCGTTGGACAGGAAGGAG Xa2l LRR Chenvd. (1998)] RGA
XLRR.INV1 | TTGTCAGGCCAGATACCC Xaz2l LRR Shi vd. (2001) RGA
XLRR.INV2 | GAGGAAGGACAGGTTGCC Xaz2l LRR Shi vd. (2001) RGA
AS3.INV CCIGAIGGIGAICGIG N, Rps2 LRR Yan vd. (2003)| RGA
RLRR.F-R | CGCAACCACTAGAGTAAC Rps2 LRR | Chenvd. (1998) RGA
S2 GGTGGGGTTGGGAAGACAACG L6, N, NBS Leister vd. RGA
Rps2 (1996)
AS1 CAACGCTAGTGGCAATCC N, L6, NBS Leister vd. RGA
RPS2 (1996)
AS3 IAGIGCIAGIGGIAGICC N, L6, NBS Leister vd. RGA
(GLPLAL-1) RPS2 (1996)
XalNBS.f GGCAATGGAGGGATAGG Xal NBS Shi vd. (2001) RGA
XalNBS.r CTCTGTATACGAGTTGTC Xal NBS Shi vd. (2001) RGA
NBS.f1 GGAATGGGNGGNGTNGGNAARAC N, RPS2 NBS Yu vd. (1996) RGA
NBS.rl YTCAGTTGTRAYDATDAYYYTRC N, RPS2 NBS Yu vd. (1996) RGA
Ptokinl GCATTGGAACAAGGTGAA Pto Kinase | Chenvd. (1998) RGA
Ptokin2 AGGGGGACCACCACGTAG Pto Kinase | Chenvd. (1998) RGA
Ptokin3 TAGTTCGGACGTTTACAT Pto Kinase | Pahalawattave| RGA
Chen (2005a)
Ptokin4 AGTGTCTTGTAGGGTATC Pto Kinase | Shivd. (2001) | RGA
RLK.f GAYGTNAARCCIGARAA LrK10 Kinase (Feuillet C, RGA
Keller B. 1997)
RLK.r TCYGGYGCRATRTANCCNGGITGICC LrK10 Kinase (Feuillet C, RGA
Keller B. 1997)
S2.INV CAICAIAAIGGITGIGGIGG N, Rps2| P-loop | Pahalawattave| RGA
Chen (2005)
S2(PLOOP) | GGIGGIRTIGGIAAIACIAC Ploop NBS-LRR| Hunger vd. RGA
(2003)
AS1.INV CCTAACGGTGATCGCAAC N, Rps2 | P-loop F. Lin- X. M. RGA

Chen (2007)
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LM637 ARIGCTARIGGIARICC L6, N, | P-loop Kanazin vd. RGA
Rps2 (1996)
LDD.AS CCAIACATCATCMAGSACAA Kinase-2| NBS-LRR| Hunger vd. RGA
(2003)
P1 GGIAAIACIACICTIGCI N, Ploop| NBS-LRR| Hasancebi vd., RGA
(2009)
P15 IATGGAICCTTCIGCCATCCA Kinase-2| NBS-LRR| Hasancebi vd., RGA
(2009)
P3N GGIGGIGTIGTIGATGAT Kinase-2| NBS-LRR| Hasancebi vd., RGA
(2009)
P17 IAGIGCIAGGGIIAGICC Kinase-2| NBS-LRR| Hasancebi vd., RGA
(2009)
P8 ATCCTGGTGACIACICGI LRR | NBS-LRR| Di Gaspero ve RGA
Cipriani (2003)
P10 ATGICGCAAGTTGATIAG LRR | NBS-LRR| Hasangebi vd., RGA
(2009)
Pto-Fen-S ATGGGAAGCAAGTATTCAAGGC Pto Fen Pahalawatta ve RGA
Chen (2005a)
Pto-Fen-AS | TTGGCACAAAATTCTCATCAAGC Pto Fen Pahalawatta ve RGA
Chen (2005a)
RG2 ICCIAGIACYTTIARIGCIARIGGIAR GLPL | NBS-LRR| Aartsvd. (1998) RGA
NLRR.f TAGGGCCTCTTGCATCGT N LRR | Chenvd. (1998)) RGA
NLRR.r TATAAAAAGTGCCGGACT N LRR | Chen vd.. RGA
(1998)
XalLR.r GAGATTGCCAAGCAATTGC Xal LRR Lin ve Chen RGA
(2007)
P172 F.-TACCATGTGTCTCCCTCTGATGT Radwan vd. RGA
(EL452113) (2008)
R:GATGTCCTTGATGTTCCCAATAA
P181 F.-TGGCATTAGATATGAGGTTTGGA Radwan vd. RGA
(EL455612) (2008)
R:TTGGACAAGAAGTCAAGTCAAGG
P192 F:ACGATCAAAGTTCTGGGTTCATT Radwan vd. RGA
(EL468211) (2008)
R: AACGACGAACGATATTCTTACCC
P206 F:CGGTCTTCTATGATGTGGAACCT Radwan vd. RGA
(DY908907) (2008)
R: GGTTTCCTGACATTTCCCTTACA
ORS1036 Imerovski vd. SSR
F.CCCTTTCACTTCCTATTTTCTATTCA (2013)
R:CTAAGAGGGGTCGGTATGATTTC
ORS665 F: GCACATGAGGTATGGATCTCCT Imerovski vd. SSR
(2013)
R: TGCAAATACAACTCGGGAAA
ORS1114 F: AGATGGTGGCAGGAGAGTTAAAG Imerovski vd. SSR
(2013)
R: GCAGAAACAGATCAGGAGGGTAT
ORS1021 F: AACCCTAATCCAACCAGATACGA Imerovski vd. SSR

R: TACCACCAGCTCATCCTTAACCT

(2013)
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PCR reaksiyonu i¢in gerekli olan bilesenler ve miktarlar1 agagidaki gibidir;

Cizelge 4.3 Markir analizleri igin yapilan PCR’larin icerikleri

PCR icerigi (20 pl) Final Konsantrasyonu
Forward Primer (10 pM) 1l
Reverse Primer (10 uM) 1l
gDNA Ornegi (10 ng/ul) 2 ul
H20 6 ul
Master Mix 10 pl

Cizelge 4.4 RGA markirlari igin kullanilan PCR kosullari

Adim Sicaklik (°C) Sure Dongii Sayisi
Baslangig 94 3 dk. 1
Denatirasyon
Denatirasyon 94 45 sn.
Baglanma 40-60 1 dk. 35
Sentez 72 45 sn.
Final Sentez 72 10 dk. 1

Cizelge 4.5 RGA markirlar1 igin kullanilan PCR kosullar1 (Touchdown)

Primer Adi Adim Sicakhik Sure Dongii Sayisi
RGA 172 B. Denatlirasyon 94 3 dk. 1
RGA 181 Denatirasyon 94 30 sn.
RGA 192 Baglanma 68 =» 58 | 1dk. 35 (10
RGA 206 doénguye kadar
1°C azaliyor)
Sentez 72 30 sn.
Final Sentez 72 15 dk. 1

Cizelge 4.6 SSR'lar icin kullanilan PCR kosullar1 (Touchdown)

Markir Adi Adim Sicaklik Sure Dongii Sayisi
ORS 1114 | B. Denatiirasyon 95 5 dk. 1
ORS 1036 | Denatiirasyon 95 1 dk.
ORS 1021 | Baglanma 62 =» 55 |1dk. 40 (10 dongu
ORS 665 sonrasi her
donglide 1°C)
Sentez 72 2 dk.
Final Sentez 72 10 dk. 1
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4.2.6. PCR Urunlerinin Kapiller Elektroforezde Analizi

PCR’1 yapilan f{iriinlerin basarili olup olmadigimi gérmek icin 6nce agaroz jel
elektroforezinde yiiriitiilerek goriintiilenmis ve basarili olanlar kapiller elektroforeze
(Advance Analytical Fragment Analyzer) yliklenmistir. Basarili PCR {iriinlerinde DNA
fragment boyutlarina goére karsilastirmalar yapilarak seleksiyonda kullanilabilirlikleri test
edilmistir. PCR iirtinleri, 1/5 oraninda dilution buffer ile sulandirilarak 96’11 plate’lere
yerlestirilmigtir. Plate de her bir siranin son kuyusuna 1-500 veya 1-1500 bg¢ boyutlu
standart 1/6 oraninda sulandirilarak eklenmistir. PCR iiriiniine ait DNA fragmentleri 80
dakika boyunca 9,0 kV elektrik 20 akimi uygulanarak elektroforez islemi ile
birbirlerinden ayrilmistir. Elektroforez isleminin sonuglari cihaza 6zgii ProSize programi

ile analiz edilmistir.

4.2.7. Akis Sitometrisi ile Cekirdek DNA Analizi

Cekirdek DNA analizlerinde, Tekirdag Namik Kemal Universitesi, Ziraat
Fakiltesi, Tarla Bitkileri Boliimii, Bitki Genetigi ve Sitogenetigi Laboratuvarinda
bulunan Akis sitometrisi cihazindan (PARTEC) faydalanilmistir.

4.2.7.1. Materyal

Calismada toplam 52 yabani aygicegi tiirii analiz edilmis olup bunlara ait liste
Cizelge 4.7’ de verilmistir.

Cizelge 4.7 Arastirmada kullanilan ay¢igegi aksesyonlarin aksesyon numaralari ve
orijinleri

Aksesyon | Taksonomisi Orijini

P1 673205 | Helianthus agrestis US Florida
P1597890 | Helianthus annuus US Florida

P1 468651 | Helianthus argophyllus US Florida

P1 468659 | Helianthus atrorubens US North Carolina
P1 435641 | Helianthus bolanderi US Kaliforniya
P1 649953 | Helianthus californicus US California

P1 653552 | Helianthus ciliaris US New Mexico
P1 531040 | Helianthus cusickii US Washington
Pl 435654 | Helianthus debilis subsp. cucumerifolius US Teksas

P1 613753 | Helianthus debilis subsp. cucumerifolius US Florida
P1649971 | Helianthus decapetalus Canada Ontario
P1 435675 | Helianthus divaricatus US Nevada
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Pl 649981 | Helianthus eggertii US South Carolina
P1649891 | Helianthus exilis US California
P1468716 | Helianthus floridanus US Georgia

P1 468720 | Helianthus giganteus US North Carolina
P1664715 | Helianthus glaucophyllus US Tennessee

Pl 664644 | Helianthus gracilentus US California

P1 468725 | Helianthus grosseserratus US Oklahoma

P1 435703 | Helianthus hirsutus US Oklahoma

P1 653562 | Helianthus laciniatus US New Mexico
P1503291 | Helianthus laetiflorus US New Hampshire
P1503228 | Helianthus laevigatus US Virginia

P1 650001 | Helianthus longifolius US Alabama
P1468746 | Helianthus maximiliani US Kentucky

P1 435759 | Helianthus mollis US Missouri
P1592341 | Helianthus nuttallii Canada Manitoba
P1 531044 | Helianthus nuttallii s. nuttallii US Idaho
P1597918 | Helianthus nuttallii s. rydbergii US North Dakota
P1673322 | Helianthus occidentalis US Illinois

P1 435788 | Helianthus occidentalis s. occidentalis US Missouri

P1 494592 | Helianthus occidentalis s. plantagineus US Texas

P1 673253 | Helianthus paradoxus US Texas
P1664751 | Helianthus pauciflorus s. pauciflorus US Kansas

P1 650031 | Helianthus pauciflorus s. subrhomboideus | US lowa
P1597923 | Helianthus petiolaris US Missouri

P1 468842 | Helianthus petiolaris s. petiolaris US California
P1649911 | Helianthus porteri US North Carolina
P1 468846 | Helianthus praecox US Texas

P1 435855 | Helianthus praecox s. hirtus US Texas

Pl 435847 | Helianthus praecox s. praecox US Texas

Pl 435853 | Helianthus praecox s. runyonii US Texas

P1 650048 | Helianthus pumilus US Colarado
P1673184 | Helianthus radula US Alabama
P1664672 | Helianthus resinosus US Mississippi
P1664759 | Helianthus salicifolius US Kansas
P1664788 | Helianthus silphioides US Arkansas

Pl 664724 | Helianthus simulans US Georgia

Pl 468889 | Helianthus smithii US North Carolina
Pl 435888 | Helianthus strumosus US Tennessee

P1 357299 | Helianthus tuberosus US Former
P1673290 | Helianthus winteri US Texas
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4.2.7.2. Nukleus izolasyonu

Nukleus Izolasyonu: Geng (5-6 haftalik) ve saglikl1 bitkilere ait yaprak dokular:
Partec firmasina ait ticari kitler (CyStain Pl absolute P) ile izole edilmistir. Her tiir i¢in
tek aksesyon ve tek tir kullanilmistir. Nukleus izolasyonu asagidaki adimlarla

yapilmistir;

1. Aygigegi ve Vicia sativa (standart)’ya ait geng ve saglikli bitkilerden yaklagik 20 mg
taze yaprak dokusu alinarak petri kabi igerisine yerlestirilmistir (Sekil 4.4. /1).

2. Petri kabi igerisine 500 pl izolasyon buffer ilave edilmistir (Sekil 4.4. /2).

3. Soliisyon igerisindeki yaprak dokular1 keskin jilet (bistiiri) yardimiyla ¢ok kiiglik
parcalara ayrilana kadar (30-60 saniye) par¢alanmstir (Sekil 4.4. /3).

4. Hazirlanan 6rnek petri kabi igerisinde 15-20 saniye galkalanmistir (Sekil 4.4. /4).

5. Parcalama islemi tamamlandiktan sonra petri kabi icerisindeki soliisyon, 30-33 um lik
acikliklara sahip filtreden gegirerek mikro-santrifiij tiiptine aktarilarak ¢ekirdeklerin bitki

doku kalintilarindan ayrilmasi saglanmistir (Sekil 4.4. /5).

6. Tipiin icerisine daha 6nceden hazirlanmig olan 2 pl staining solisyonu eklenmistir
(Sekil 4.4. /7).
7. Ornekler karanlik ortamda 37°C de yaklasik 1 saat inkiibe edilmistir.

8. Inkilbasyon siiresi tamamlanmasindan sonra Ornekler flow sitometri cihazina

yuklenerek analiz edilmistir.
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Sekil 4.4 Akis sitometrisi i¢in 6rnek hazirlama asamalari

4.2.7.3. Akis sitometrisi ile DNA iceriginin olciilmesi ve mutlak degerin
hesaplanmasi

Yaprak dokularina uygulanan islem sonunda bitki dokusu hiicreleri ayrilarak
hicre cekirdekleri serbest hale gelmistir. Sonra bufferin igerisinde bulunan belli
kimyasallar ¢ekirdegin zarmma zarar vererek, ¢ekirdek zari {lizerinde delikler
olusturmustur. Floresan boya olusan deliklerden nifus ederek nukleik asitlere
baglanmistir. Baglanan floresan boya 1s1ma baglandigt DNA miktar1 kadar 1s1ma yaparak
sinyal olusturur. Olusan sinyaller bilgisayar programinda analiz edilerek hesaplama

yapilir.

Calismamizda florasan boya olarak PI (Propidium iodide) kullanilmistir. PI
DNA’y1 olusturan tiim niikleotitlere esit sekilde baglandigindan DNA’y1 homojen bir
sekilde boyamaktadir. Yayilan floresanlar 1sinlar cihazdaki optik bolimlerde gecerek
elektrik sinyallerine doniismekte ve bu sinyaller cihazin bagli oldugu bilgisayar
monitérine histogram olarak iletilmektedir. Histogramin yatay ekseni, analiz edilen

orneklerin florasan yogunlugunu belirtirken, dikey ekseni analiz edilen hiicre sayisini
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ifade etmektedir. Floresan yogunlugu arttik¢a, gekirdek DNA igerigi de aynmi oranda

artmaktadir.

Bir bitkinin ¢ekirdek DNA igerigini dogru bir sekilde tanimlayabilmek i¢in bu
bitkinin ¢ekirdek DNA igerigi, daha once gekirdek DNA igerigi bilinen bir standart ile
karsilagtirilmast gerekmektedir. Standart olarak ¢ekirdek DNA igerigi bilinen bir bitki
kullanilirken; onun dokular1 da analiz edilecek Ornege ait dokularla beraber
hazirlanmistir. Bir 6rnegin mutlak ¢ekirdek DNA igerigi, arastirilan 6rnek ve segilen
standardin G1 piklerinin florasan yogunluklarina ait degerler kullanilarak, agsagida verilen

formiil araciligiyla pikogram (1pg = 10-12 g) olarak hesaplanmustir.

Ornegin florasan yogunlugu

Ornegin Cekirdek DNA miktar: (pg) = corbikinin degeri)

~ Standard florasan yoginlugu
(G1 pikinin degeri)

X standartin DNA icerigi
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BOLUM 5

BULGULAR

5.1. Or5 Geni i¢in Kullanilan Markirlarin Sonuglari

5.1.1. RGA172 Markir1

Yapilan ¢alisma sonucu RGA172 markirt ile populasyona ait dayanikli ebeveyn,
hassas ebeveyn ve F2 bulklarda 443bp ve 444 bp bantlar1 ¢ogaltilmis olup (Sekil 5.1)
dayanikli/hassas genotipler icin herhangi bir ayirt edici DNA fragmenti gézlenmemistir
(Sekil 5.2).

5487

500bp &
5000 - standart

4500 -
4000

1bp
3500- standart

RFU

443

:

il mE— | PSR o |-
1000 HE MJ
1P S

1
23

35~
100-
200~
250~
300~
400~

Size (bp)

Sekil 5.1 RGA172 markiri ile elde edilen PCR sonucu kapiller elektroforez gorintisi
(DE: Dayanikli Ebeveyn, HE: Hassas Ebeveyn)
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Sekil 5.2 RGA172 markiri ile elde edilen PCR sonucu kapiller elektroforez gorintisi
(DE: Dayanikli Ebeveyn, HE: Hassas Ebeveyn, DB: Dayanikli Bulk, HB: Hassas Bulk)
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5.1.2. RGA181 Markiri

Yapilan c¢alisma sonucu RGAIL181 markir1 ile, popllasyona ait dayanikli
ebeveynde 478 bp, hassas ebeveynde 450 bp ¢ogaltilmistir (Sekil 5.3). F2 bulklarda ise
448 bp, 449 bp bantlar1 ¢ogaltilmistir (Sekil 5.4). Bu sonuglara gore dayanikli/hassas

genotiplerinde herhangi bir ayirt edici DNA fragmenti gézlenmemistir.

11000

$ 500 bp
10000 - standart

9000 - 1 bp
standart

RFU
§ 8§
-

HE LI
3| L

1000 -|
DE
9 5 LRl L I L

Size (bp)

300~
4

Sekil 5.3 RGA181 markiri ile elde edilen PCR sonucu kapiller elektroforez gorintisi
(DE: Dayanikli Ebeveyn, HE: Hassas Ebeveyn)

40000~ 500 bp E
38000 standart |
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3
m HB2 1\_A L_}L
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00—
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00—
220~
00—
00~

Size (bp)

Sekil 5.4 RGA181 markiri ile elde edilen PCR sonucu kapiller elektroforez gorintisi
(DE: Dayanikli Ebeveyn, HE: Hassas Ebeveyn, DB: Dayanikli Bulk, HB: Hassas Bulk)
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5.1.3. RGA192 Markiri

Yapilan c¢alisma sonucu RGA192 markir1 ile, popllasyona ait dayanikli
ebeveynde 357 bp, hassas ebeveynde 355 bp gozlenmistir (Sekil 5.5). F2 bulklarda ise
356 bp, 357 bp bantlar1 ¢ogaltilmis olup (Sekil 5.6) dayanikli/hassas genotipler igin
herhangi bir ayirt edici DNA fragmenti gézlenmemistir.
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7500+
7000
6500
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Sekil 5.5 RGA192 markiri ile elde edilen PCR sonucu kapiller elektroforez gorintisi
(DE: Dayanikli Ebeveyn, HE: Hassas Ebeveyn)
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Sekil 5.6 RGA192 markiri ile elde edilen PCR sonucu kapiller elektroforez gorintisi
(DE: Dayanikli Ebeveyn, HE: Hassas Ebeveyn, DB: Dayanikli Bulk, HB: Hassas Bulk)
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5.1.4. RGA206 Markir1

Yapilan ¢aligma sonucu RGA206 markiri ile, popiilasyona ait dayanikli ebeveyn
ve hassas ebeveynlerde 138 bp ve 206 bp gozlenmistir (Sekil 5.7). Fakat F2 bulklarda ise
istenilen bantlar ¢ogalmadigindan (Sekil 5.8), dayanikli/hassas genotipleri i¢in herhangi

bir ayirt edici DNA fragmenti gézlenmemistir.

1bp & $ 1-1500 bp
standart T standart

§

Sekil 5.75 RGA206 markiri ile elde edilen PCR sonucu kapiller elektroforez gorintisi
(DE: Dayanikli Ebeveyn, HE: Hassas Ebeveyn)

Sekil 5.86 RGA206 markir ile elde edilen PCR sonucu agarozdaki jel goéruntusi (DE:
Dayanikli Ebeveyn, HE: Hassas Ebeveyn, DB: Dayanikli Bulk, HB: Hassas Bulk)
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5.1.5. ORS1036 Markir

Yapilan ¢alisma sonucu ORS1036 markiri ile, popilasyona ait dayanikli ebeveyn
ve hassas ebeveynlerde 267 bp bantlari cogaltilmis olup (Sekil 5.9), F2 bulklarinda benzer
bantlar ¢cogaldigindan, dayanikli/hassas genotipleri i¢in herhangi bir ayirt edici DNA
fragmenti gézlenmemistir (Sekil 5.10).
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Sekil 5.97 ORS1036 markir ile elde edilen PCR sonucu kapiller elektroforez gorintisi
(DE: Dayanikli Ebeveyn, HE: Hassas Ebeveyn)

.
DBl DB2 DE HE HB1 HB2

ORS 1036

Sekil 5.10 ORS1036 markiri ile elde edilen PCR sonucu agarozdaki jel gorintisu (DE:
Dayanikli Ebeveyn, HE: Hassas Ebeveyn, DB: Dayanikli Bulk, HB: Hassas Bulk)
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5.1.6. ORS665 Markiri

Yapilan ¢alisma sonucu ORS665 markir1 ile, popiilasyona ait dayanikli, hassas
ebeveyn (Sekil 5.11) ve F2 bulklarinda herhangi bir bant ¢ogalmadigi igin
dayanikli/hassas genotiplerinde herhangi bir ayirt edici DNA fragmenti gézlenmemistir
(Sekil 5.12).

4500~
4250- 1bp EE 500 bp

P standart standart

3750~

3500 -1
3250 3
3000 -1
2
o 2750
2s00-{ HE
2250 ~[TWer e mi i s st | SO SIS e Sims st bt dded el

1750~
1500 g
1250
1000 -

750

250 DE

[ SRR oy T | I, . Y

b
! b bS L S S
8 B8 8 8 2

[
o
o

&
2

200~

Size (bp)

Sekil 5.11 ORS665 markiri ile elde edilen pcr sonucu kapiller elektroforez géruntisi
(DE: Dayanikli Ebeveyn, HE: Hassas Ebeveyn)

ORS 665

Sekil 5.12 ORS665 markiri ile elde edilen PCR sonucu agarozdaki jel goruntusi (DE:
Dayanikli Ebeveyn, HE: Hassas Ebeveyn, DB: Dayanikli Bulk, HB: Hassas Bulk)
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5.1.7. ORS1021 Markin

Yapilan ¢alisma sonucu ORS1021 markir1 ile, popilasyona ait dayanikli, hassas
ebeveynde (Sekil 5.13), F2 bulklarinda benzer bantlar ¢ogaldigindan, dayanikli/hassas
genotiplerde ayirict DNA fragmenti gozlenmemistir (Sekil 5.14).
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Sekil 5.13 ORS1021 markir ile elde edilen PCR sonucu kapiller elektroforez gorintisi
(DE: Dayanikli Ebeveyn, HE: Hassas Ebeveyn)
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Sekil 5.148 ORS1021 markiri ile elde edilen PCR sonucu kapiller elektroforez gorints
(DE: Dayanikli Ebeveyn, HE: Hassas Ebeveyn, DB: Dayanikli Bulk, HB: Hassas Bulk)
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5.1.8. ORS1114 Markin

Yapilan ¢alisma sonucu ORS1114 markir1 ile, populasyona ait dayanikli
ebeveynde 257 bp, hassas ebeveynde 244 bp gozlenmistir (Sekil 5.15). F2 bulklarinda
ayni bantlar cogaldigindan, dayanikli/hassas genotiplerde ayirict DNA fragmenti
gozlenmemistir (Sekil 5.16).
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Sekil 5.159 ORS1114 markiri ile elde edilen PCR sonucu kapiller elektroforez gorints
(DE: Dayanikli Ebeveyn, HE: Hassas Ebeveyn)
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Sekil 5.16 ORS1114 markiri ile elde edilen PCR sonucu agarozdaki jel gorintusi (DE:
Dayanikli Ebeveyn, HE: Hassas Ebeveyn, DB: Dayanikli Bulk, HB: Hassas Bulk)
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5.1.9. RGA P1-P15 Primer Kombinasyonu

Yapilan ¢alisma sonucu RGA P1-P15 primerleri ile, popllasyona ait dayanikli
ebeveyn, hassas ebeveyn ve F2 bulklarinda PCR iiriinlerimiz spesifik ¢aligmadigi igin,
dayanikli/hassas genotiplerinde herhangi bir ayirt edici DNA fragmenti gézlenmemistir
(Sekil 5.17).
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Sekil 5.17 RGA P1-P15 primerleri ile elde edilen PCR sonucu kapiller elektroforez
goruntust (DE: Dayanikli Ebeveyn, HE: Hassas Ebeveyn)
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5.1.10. RGA P8-P10 Primer Kombinasyonu

Yapilan ¢alisma sonucu RGA P8-P10 primerleri ile, popllasyona ait dayanikli
ebeveyn, hassas ebeveyn ve F2 bulklarinda PCR fiiriinleri spesifik ¢alismadigr igin,
dayanikli/hassas genotiplerinde herhangi bir ayirt edici DNA fragmenti gézlenmemistir
(Sekil 5.18).
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Sekil 5.18 RGA P8-P10 primerleri ile elde edilen PCR sonucu kapiller elektroforez
goruntust (DE: Dayanikli Ebeveyn, HE: Hassas Ebeveyn)
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5.1.11. RGA P17-P3N Primer Kombinasyonu

Yapilan ¢alisma sonucu RGA P17-P3N primerleri ile, popiilasyona ait dayanikli,
hassas ebeveynlerde ve F2 bulklarinda PCR fiirlinlerimiz spesifik ¢alismadigi igin,
dayanikli/hassas genotiplerde herhangi bir ayirt edici DNA fragmenti bulunmamaktadir
(Sekil 5.19).
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Sekil 5.19 RGA P17-P3N primerleri ile elde edilen PCR sonucu kapiller elektroforez
goruntust (DE: Dayanikli Ebeveyn, HE: Hassas Ebeveyn)
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5.1.12. RGA S2.INV-AS3 Primer Kombinasyonu

Yapilan c¢alisma sonucu RGA S2.INV-AS3 primerleri ile, popilasyona ait
dayanikli ebeveyn, hassas ebeveyn ve F2 bulklarinda PCR urinlerimiz spesifik
caligmadigi i¢in, dayanikli/hassas genotiplerde herhangi bir ayirt edici DNA fragmenti
gbzlenmemistir (Sekil 5.20).
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Sekil 5.2010 RGA S2.INV-AS3 primerleri ile elde edilen PCR sonucu kapiller
elektroforez gorintusi (DE: Dayanikli Ebeveyn, HE: Hassas Ebeveyn)
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5.1.13. RGA Ptokin1-S2(Ploop) Primer Kombinasyonu

Yapilan ¢alisma sonucu RGA Ptokinl-S2(Ploop) primerleri ile, popilasyona ait
dayanikli ebeveyn, hassas ebeveyn (Sekil 5.22) ve F2 bulklarinda PCR drinlerimiz
spesifik ¢alismadigi i¢in, dayanikli/hassas genotipler i¢in herhangi bir ayirt edici DNA

fragmenti gozlenmemistir (Sekil 5.21).
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Sekil 5.21 RGA Ptokin 1- S2(Ploop) primerleri ile elde edilen PCR sonucu kapiller
elektroforez goruntisi (DE: Dayanikli Ebeveyn, HE: Hassas Ebeveyn)

PTOKIiN1— S2 (PLOOP)

Sekil 5.22 RGA Ptokin 1- S2(Ploop) primerleri ile elde edilen PCR sonucu agarozdaki
jel gorintisu, (DE: Dayanikli Ebeveyn, HE: Hassas Ebeveyn, DB: Dayanikli Bulk, HB:
Hassas Bulk)
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5.1.14. RGA NBS f1-NBS r1 Primer Kombinasyonu

Yapilan galisma sonucu RGA NBS f1-NBS rl primerleri ile, popilasyona ait
dayanikli, hassas ebeveyn (Sekil 5.24) ve F2 bulklarinda PCR uUrunlerimiz spesifik
caligmadig icin, dayanikli/hassas genotipler i¢in herhangi bir ayirt edici DNA fragmenti
gozlenmemistir (Sekil 5.23).
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Sekil 5.23 RGA NBS f1-NBS rl primerleri ile elde edilen PCR sonucu kapiller
elektroforez gorintusi (DE: Dayanikli Ebeveyn, HE: Hassas Ebeveyn)

el

NBS.f1—NBS.rl

Sekil 5.24 RGA NBS f1-NBS r1 primerleri ile elde edilen PCR sonucu agarozdaki jel
goruntustd (DE: Dayanikli Ebeveyn, HE: Hassas Ebeveyn, DB: Dayanikli Bulk, HB:
Hassas Bulk)
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5.1.15. RGA Ptokin 1 — AS1.INV Primer Kombinasyonu

Yapilan ¢alisma sonucu RGA Ptokin 1 — AS1.INV primerleri ile, popilasyona
ait dayanikli ebeveyn, hassas ebeveyn (Sekil 5.26) ve F2 bulklarinda benzer bantlar
cogaldigindan dayanikli/hassas genotipler i¢in, herhangi bir ayirt edici DNA fragmenti
g6zlenmemistir (Sekil 5.25).

500 bp
standart

1 bp
standart

Sekil 5.25 RGA Ptokin 1 — AS1.INV primerleri ile elde edilen PCR sonucu kapiller
elektroforez goruntisii (DE: Dayanikli Ebeveyn, HE: Hassas Ebeveyn)

PTOKIN1—ASL1.INV

Sekil 5.2611 RGA Ptokin 1-AS1.INV primerleri ile elde edilen PCR sonucu agarozdaki
jel goruntisu, (DE: Dayanikli Ebeveyn, HE: Hassas Ebeveyn, DB: Dayanikli Bulk, HB:
Hassas Bulk)
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5.1.16. RGA Ptokin 2 — Ptokin 3 Primer Kombinasyonu

Yapilan ¢alisma sonucu RGA Ptokin 2 — Ptokin 3 primerleri ile popllasyona ait
dayanikli ebeveyn, hassas ebeveyn (Sekil 5.28) ve F2 bulklarinda benzer bantlar
cogaldigindan dayanikli/hassas genotipler i¢in, herhangi bir ayirt edici DNA fragmenti
gozlenmemistir (Sekil 5.27).
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Sekil 12 RGA Ptokin 2 — Ptokin 3 primerleri ile elde edilen PCR sonucu kapiller
elektroforez gorintusi (DE: Dayanikli Ebeveyn, HE: Hassas Ebeveyn)

PTOKIN 2—PTOKIN 3

Sekil 13 RGA Ptokin 2 — Ptokin 3 primerleri ile elde edilen PCR sonucu agarozdaki jel
goruntust (DE: Dayanikli Ebeveyn, HE: Hassas Ebeveyn, DB: Dayanikli Bulk, HB:
Hassas Bulk)
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5.1.17. RGA Ptokin 4 — XLRR. R Primer Kombinasyonu

Yapilan ¢alisma sonucu RGA Ptokin 4 — XLRR. R primerleri ile popilasyona ait
dayanikli ebeveyn, hassas ebeveyn (Sekil 5.30) ve F2 bulklarinda PCR drinlerimiz
spesifik ¢alismadigi i¢in, dayanikli/hassas genotipler i¢in herhangi bir ayirt edici DNA
fragmenti gozlenmemistir (Sekil 5.29).
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Sekil 5.29 RGA Ptokin 4 — XLRR. R primerleri ile elde edilen PCR sonucu kapiller
elektroforez gorintusi (DE: Dayanikli Ebeveyn, HE: Hassas Ebeveyn)

PTOKIN 4—XLRR.r

Sekil 5.30 RGA Ptokin 4 — XLRR. R primerleri ile elde edilen PCR sonucu agarozdaki
jel goriuntist (DE: Dayanikli Ebeveyn, HE: Hassas Ebeveyn, DB: Dayanikli Bulk, HB:
Hassas Bulk)
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5.1.18. RGA Ptokin 1 — PtoFen. AS Primer Kombinasyonu

Yapilan ¢alisma sonucu RGA Ptokin 1 — PtoFen. AS primerleri ile dayanikli
ebeveynde 294 bp, hassas ebeveynde 249 bp ve 416 bp gozlenmistir (Sekil 5.31). Tum
F2 bulklarinin tiimiinde 294 bp bantlar1 gozlemlendigi i¢in dayanikli/hassas genotipler
icin herhangi bir ayirt edici DNA fragmenti gozlenmemistir (Sekil 5.32).
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Sekil 14. RGA Ptokin 1 — PtoFen. AS primerleri ile elde edilen PCR sonucu kapiller
elektroforez goruntisi (DE: Dayanikli Ebeveyn, HE: Hassas Ebeveyn)
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Sekil 5.32. RGA Ptokin 1 — PtoFen. AS primerleri ile elde edilen PCR sonucu kapiller
elektroforez gorunttsti (DE: Dayanikli Ebeveyn, HE: Hassas Ebeveyn, DB: Dayanikli
Bulk, HB: Hassas Bulk)
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5.1.19. RGA Ptokin 1 — PtoFen. S Primer Kombinasyonu

Yapilan ¢alisma sonucu RGA Ptokin 1 — PtoFen. S primerleri ile popllasyona ait
dayanikli, hassas ebeveynde, F2 bulklarinin tiimiinde benzer bantlar gortlmektedir (Sekil
5.34). Bu nedenle dayanikli/hassas genotipler i¢in herhangi bir ayirt edici DNA fragmenti
gbzlenmemistir (Sekil 5.33).
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Sekil 5.3315 RGA Ptokin 1 — PtoFen. S primerleri ile elde edilen PCR sonucu kapiller
elektroforez gorintusi (DE: Dayanikli Ebeveyn, HE: Hassas Ebeveyn)
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Sekil 5.3416 RGA Ptokin 1 — PtoFen.S primerleri ile elde edilen PCR sonucu kapiller

elektroforez goruntist (DE: Dayanikli Ebeveyn, HE: Hassas Ebeveyn, DB: Dayanikli
Bulk, HB: Hassas Bulk)
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5.1.20. RGA S2.INV - RLRR. R Primer Kombinasyonu

Yapilan ¢alisma sonucu RGA S2.INV — RLRR. R primerleri ile dayanikli, hassas
ebeveynde, F2 bulklariin tiimiinde benzer bantlar goriilmektedir (Sekil 5.35). Bu
nedenle dayanikli/hassas genotipler icin herhangi bir ayirt edici DNA fragmenti
gbzlenmemistir (Sekil 5.36).
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Sekil 5.35 RGA S2.INV — RLRR. R primerleri ile elde edilen PCR sonucu kapiller
elektroforez goruntisi (DE: Dayanikli Ebeveyn, HE: Hassas Ebeveyn)
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Sekil 5.36 RGA S2.INV — RLRR.R primerleri ile elde edilen PCR sonucu agarozdaki jel
goruntust (DE: Dayanikli Ebeveyn, HE: Hassas Ebeveyn, DB: Dayanikli Bulk, HB:
Hassas Bulk)
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5.1.21. RGA S2.INV - XLRR.R Primer Kombinasyonu

Yapilan ¢alisma sonucu RGA S2.INV — XLRR.R primerleri ile popilasyona ait
dayanikli, hassas ebeveyn (Sekil 5.37) ve F2 bulklarmin timinde benzer bantlar
goriilmektedir. Bu nedenle dayanikli/hassas genotipler i¢in herhangi bir ayirt edici DNA
fragmenti gézlenmemistir (Sekil 5.38).

8500-| 500 bp
8000-] standart

1 bp

standart

RF

E

g
1

HE

500 pe

00k 319
=

200~
250~

Size (bp)

Sekil 5.37 RGA S2.INV — XLRR. R primerleri ile elde edilen PCR sonucu kapiller
elektroforez goruntisi (DE: Dayanikli Ebeveyn, HE: Hassas Ebeveyn)

S2.INV—XLRR.r

Sekil 5.38 RGA S2.INV — XLRR.R primerleri ile elde edilen PCR sonucu agarozdaki jel
goruntust (DE: Dayanikli Ebeveyn, HE: Hassas Ebeveyn, DB: Dayanikli Bulk, HB:
Hassas Bulk)
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5.1.22. RGA XalNBS.f — Cre3LRR.r Primer Kombinasyonu

Yapilan ¢aligma sonucu RGA XalNBS.f — Cre3LRR.r primerleri ile populasyona
ait dayanikli ebeveyn, hassas ebeveyn (Sekil 5.39) ve F2 bulklarinin tiimiinde benzer
bantlar gorilmektedir. Bu nedenle dayanikli/hassas genotipler igin herhangi bir ayirt edici
DNA fragmenti gozlenmemistir (Sekil 5.40).

500 bp
standart

FL_.JULL JL J

Sekil 5.39 RGA XalNBS.f — Cre3LRR.r primerleri ile elde edilen PCR sonucu kapiller
elektroforez goruntiisi (DE: Dayanikli Ebeveyn, HE: Hassas Ebeveyn)

XalNBS.f—Cre3LRR.r

Sekil 5.40 RGA XalNBS.f — Cre3LRR.r primerleri ile elde edilen PCR sonucu
agarozdaki jel goruntisti (DE: Dayanikli Ebeveyn, HE: Hassas Ebeveyn, DB: Dayanikli
Bulk, HB: Hassas Bulk)
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5.1.23. RGA XalNBS.f — XalLRR.r Primer Kombinasyonu

Yapilan ¢alisma sonucu RGA XalNBS.f — XalLRR.r primerleri ile populasyona
ait dayanikli, hassas ebeveynlerde F2 bulklarinin tiimiinde benzer bantlar goriilmektedir
(Sekil 5.41). Bu nedenle dayanikli/hassas genotipler i¢in herhangi bir ayirt edici DNA
fragmenti gézlenmemistir (Sekil 5.42).
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Sekil 5.41 RGA XalNBS.f — XalLRR.r primerleri ile elde edilen PCR sonucu kapiller
elektroforez goruntiisi (DE: Dayanikli Ebeveyn, HE: Hassas Ebeveyn)
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Sekil 5.42 RGA XalNBS.f— XalLRR.r primerleri ile elde edilen PCR sonucu agarozdaki

jel goruntist (DE: Dayanikli Ebeveyn, HE: Hassas Ebeveyn, DB: Dayanikli Bulk, HB:
Hassas Bulk)
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5.1.24. RGA NBS. f1 — LDD. AS Primer Kombinasyonu

Yapilan ¢alisma sonucu RGA XalNBS.f — XalLRR.r primerleri ile populasyona
ait dayanikli ebeveynde 486 bp, hassas ebeveynlerde 349 bp gozlenmis (Sekil 5.43) ve
F2 bulklarinda da ayn1 bantlar ¢ogaldigindan, dayanikli/hassas genotipler i¢in herhangi
bir ayirt edici DNA fragmenti gézlenmemistir (Sekil 5.44).
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Sekil 5.43 RGA NBS. f1 — LDD. AS primerleri ile elde edilen PCR sonucu kapiller
elektroforez goruntisi (DE: Dayanikli Ebeveyn, HE: Hassas Ebeveyn)

NBS.f1- LDD.AS

Sekil 5.44 RGA NBS. f1 — LDD. AS primerleri ile elde edilen PCR sonucu agarozdaki
jel goruntist (DE: Dayanikli Ebeveyn, HE: Hassas Ebeveyn, DB: Dayanikli Bulk, HB:
Hassas Bulk)
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5.1.25. RGA NLRR.f2 — XalNBS.r Primer Kombinasyonu

Yapilan ¢alisma sonucu RGA NLRR.f2 — XalNBS.r primerleri ile populasyona
ait dayanikli, hassas ebeveynde (Sekil 5.45) ve F2 bulklarinin timinde benzer bantlar
goriilmektedir. Bu nedenle dayanikli/hassas genotipler i¢in herhangi bir ayirt edici DNA
fragmenti gézlenmemistir (Sekil 5.46).
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Sekil 5.45 RGA NLRR.f2 — XalNBS.r primerleri ile elde edilen PCR sonucu kapiller
elektroforez goruntisi (DE: Dayanikli Ebeveyn, HE: Hassas Ebeveyn)

NLRR.f2—XalNBS.r

Sekil 5.4617 RGA NLRR.f2 — XalNBS.r primerleri ile elde edilen PCR sonucu
agarozdaki jel goruntisti (DE: Dayanikli Ebeveyn, HE: Hassas Ebeveyn, DB: Dayanikli
Bulk, HB: Hassas Bulk)
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5.1.26. RGA Ptokin 4 — S2.INV Primer Kombinasyonu

Yapilan ¢alisma sonucu RGA Ptokin 4 — S2.INV primerleri ile popilasyona ait
dayanikli, hassas ebeveynde (Sekil 5.47) ve F2 bulklarmin timinde benzer bantlar
goriilmektedir. Bu nedenle dayanikli/hassas genotipler i¢in herhangi bir ayirt edici DNA
fragmenti gézlenmemistir (Sekil 5.48).
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Sekil 5.4718 RGA Ptokin 4 — S2.INV primerleri ile elde edilen PCR sonucu kapiller
elektroforez goruntisi (DE: Dayanikli Ebeveyn, HE: Hassas Ebeveyn)
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Sekil 5.48 RGA Ptokin 4 — S2.INV primerleri ile elde edilen PCR sonucu agarozdaki jel
gorintisu (DE: Dayanikli Ebeveyn, HE: Hassas Ebeveyn, DB: Dayanikli Bulk, HB:
Hassas Bulk)
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5.1.27. RGA PtoFen.S — S2.INV Primer Kombinasyonu

Yapilan ¢alisma sonucu RGA PtoFen.S — S2.INV primerleri ile popllasyona ait
dayanikli ebeveynde 327 bp, hassas ebeveynde 314 bp gozlenmis (Sekil 5.49), F2

bulklarinda PCR driinlerimiz spesifik ¢alismadigindan, dayanikli/hassas genotipler icin

herhangi bir ayirt edici DNA fragmenti gozlenmemistir (Sekil 5.50).
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Sekil 5.49 RGA PtoFen.S — S2.INV primerleri ile elde edilen PCR sonucu kapiller

elektroforez goriintusu (DE:

Dayanikli Ebeveyn, HE: Hassas Ebeveyn)
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Sekil 5.50 RGA PtoFen.S — S2.INV primerleri
elektroforez goruntist (DE: Dayanikli Ebeveyn, HE: Hassas Ebeveyn, DB: Dayanikli
Bulk, HB: Hassas Bulk)
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5.1.28. RGA S2.INV — NLRR.INV Primer Kombinasyonu

Yapilan ¢alisma sonucu RGA S2.INV — NLRR.INV primerleri ile popilasyona ait
dayanikli, hassas ebeveynde (Sekil 5.51) ve F2 bulklarinda PCR uUrunlerimiz spesifik
caligmadig icin, dayanikli/hassas genotipler igin herhangi bir ayirt edici DNA fragmenti
gbzlenmemistir (Sekil 5.52).
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Sekil 5.51 RGA S2.INV — NLRR.INV primerleri ile elde edilen PCR sonucu kapiller
elektroforez goruntisi (DE: Dayanikli Ebeveyn, HE: Hassas Ebeveyn)

S2.INV— NLRR.INV.2

Sekil 5.52 RGA S2.INV — NLRR.INV primerleri ile elde edilen PCR sonucu agarozdaki
jel goriuntist (DE: Dayanikli Ebeveyn, HE: Hassas Ebeveyn, DB: Dayanikli Bulk, HB:
Hassas Bulk)
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5.1.29. RGA CLRR.INV - XalNBS.f Primer Kombinasyonu

Yapilan ¢alisma sonucu RGA CLRR.INV — XalNBS.f primerleri ile popilasyona
ait dayanikli ebeveynde ve hassas ebeveynde 437 bp gozlemlenirken (Sekil 5.53), F2
bulklarmin tiimiinde benzer bantlar goriilmektedir. Bu nedenle dayanikli/hassas

genotipler i¢in herhangi bir ayirt edici DNA fragmenti gézlenmemistir (Sekil 5.54).

RFU

10000 -
9500
9000 -]
8500 -]
8000
7500
7000
6500
6000 -]
5500
5000 -]
4500
4000~
3500+
3000~
2500
2000~
1500
1000

5001

DE

1bp
standart

13

307
320

405

500 bp
standart

484
500

500

35~

7
2 2
&

7
100-|
150
201
300-|
400—|
500-|

Size (bp)

Sekil 5.53 RGA CLRR.INV — XalNBS.f primerleri ile elde edilen PCR sonucu kapiller
elektroforez gorintusi (DE: Dayanikli Ebeveyn, HE: Hassas Ebeveyn)

. s 4
: i i
L

CLRR.INV.1—- XalNBS.f

Sekil 5.54 RGA CLRR.INV — XalNBS.f primerleri ile elde edilen PCR sonucu
agarozdaki jel gorintlst (DE: Dayanikli Ebeveyn, HE: Hassas Ebeveyn, DB: Dayanikli
Bulk, HB: Hassas Bulk)
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5.1.30. Diger Markirlar

Yapilan calismada asagidaki markir ciftlerinde, PCR c¢alismadigi i¢in ya da
dayanikli, hassas ve F2 bulklarina ait olan bantlar spesifik ¢alismadig1 icin kapiller

elektroforez yapilmasi uygun goriilmemistir.

DB1 DB2 DE HE HB1

- - .
TLILE

CLRR.INV1—CLRR.INV2 GLPLAL 1—LDD.AS

LM 637—S2.INV

NLRR.INV1—NLRR.INV2 Ptokinl —CLRR.INV2

Sekil 5.55 A-F aras1 markir ¢iftlerinin agarozdaki jel goriintiileri
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PTOKiN2—AS3(GLPLAL)

PTOKIN2 —AS3.INV PTOKIN2—NLRR.INVL

-3
B »a o :
«- ' ¥y

K PTOKIN 3—XLRR.r L PTOKIN 4—RLRR.r

DB1 DB2 DE HE HB1 HB2

-— .‘f!*
s > 4

PTOKIN 1—RLK.f PtoFen.S—PtoFen.AS

Sekil 5.56 G-N aras1 markir giftlerinin agarozdaki jel gérunttleri
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$2 (Ploop) - LDD.AS Y $2.INV—ASL.INV

$2.INV—AS1 S2.INV—Cre3.LR.r

S2.INV—NBS.r S2.INV—PtoFEN.AS

S2.INV—PtoFen.45 S2.INV—RG2

Sekil 5.57 O-U aras1 markir ¢iftlerinin agarozdaki jel goriintiileri
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$2.INV—XalNBS.r s $2.(Ploop) - S2.INV

XalNBSf- RLKr

DB1 DB2 DE HE HB1 HB2

. -
. : i '~ e . .

XalINBS.—XalNBS.c Q XalNBS.f—XLRR.INVL

DB2 DE HE HBI
DB2
Lt

¥R
—
y .

e - -

XalNBS.r—XLRR.INV2 XLRR.INV—XLRR.INV2 XLRR.r- XaLNBS.r

Sekil 5.58 U-Q ve 1-3 aras1 markir ¢iftlerinin agarozdaki jel goriintiileri
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5.2.Yabani Aygicegi Tiirlerinin Cekirdek DNA Analiz Sonuglar:

Yabani aygicegi aksesyonlarina ait bitkilerin yaprak dokular1 kullanilarak materyal
ve metod kisminda agiklandigi sekilde hazirlanmis olan 6rnegin akis sitometrisi cihazinda
analiz edilmesi sonucu elde edilen orijinal histogram ilk resimde sunulmustur.
Histogramda dikey eksen analiz edilen ¢ekirdek sayisini, yatay eksen ise floresan
yogunlugunu gostermektedir. Bu orijinal histogram akis sitometrisi sisteminin sahip
oldugu flomax paket programi araciligi ile analiz edildikten sonra ikinci resimde sunulan
ve sag iist kisminda tabloya sahip olan bir histograma déniistiiriilmiistiir. Ornegin
cekirdek DNA icerigi bu tabloda yer alan G1 piklerine ait mean degerleri kullanilarak
asagidaki sekilde hesaplanmustir.

5.2.1. H. agrestis’in Cekirdek DNA Miktar

Sekil 5.60’ta sunulmus olan tabloda 6rnegin florasan yogunlugu 673,88 iken
standartin (fig) florasan yogunlugu 116,48 olarak gortilmektedir. Standartin (fig) bilinen
2C DNA igerigi 3,65 pg olarak alinmistir. Buna gore 6rnegin mutlak ¢ekirdek 2C DNA
icerigi; (673,88/116,48) x 3,65 = 21,11 pg olarak hesaplanmustir.

COUtE

Fig (standart) G1 Pik

H. agrestis

51 Pikc

8K Cev] B 1000
FLI 333.38

Sekil 5.59 P1 673205 Helianthus agrestis ve standart olan Fig (Vicia sativa) bitkisine ait
G1 piklerinin birbirlerine gore pozisyonlari
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—
100

Peak Index Mean  Area Area% CV% ChiSqu
1 1.000 4282 834 3531 1333 068
2 2720 11648 922 3903 853 0.68
3 15737 67388 606 2567 487 068

80

counts

200 400

1000

FL2 532-30

Sekil 5.60 Sekil 5.59°da sunulan orjinal histogramin Flow Sitometri sisteminin sahip
oldugu Paket Programi (Flomax) ile analiz edilmesinden sonra donistiiriilmiis goriintiisii
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5.2.2. H. annuus’un Cekirdek DNA Miktari

Sekil 5.62’de sunulmus olan tabloda 6rnegin florasan yogunlugu 219,06 iken
standartin (fig) florasan yogunlugu 107,32 olarak gortilmektedir. Standartin (fig) bilinen
2C DNA igerigi 3,65 pg olarak alinmistir. Buna gore 6rnegin mutlak ¢ekirdek 2C DNA
igerigi; (219,06/107,32) x 3,65 = 7,45 pg olarak hesaplanmuistir.

counts

Fig (standart) G1 pik

. / H annuus Gl pik
.

FL1 333-3

Sekil 5.61 PI1 597890 Helianthus annuus ve standart olan Fig (Vicia sativa) bitkisine ait
G1 piklerinin birbirlerine gore pozisyonlari

100

Peak Index Mean  Area Area% CV% ChiSqu.
1 1.000 5080 170 3173 2270 013
2 2113 107.32 121 2269 974 0.13
3 4312 21906 244 4559 783 0.13

80

60

counts

40 4

20

400 600 800 1000
FL2 532-30
I

Sekil 5.62 Sekil 5.61°de sunulan orjinal histogramin Flow Sitometri sisteminin sahip
oldugu Paket Programi (Flomax) ile analiz edilmesinden sonra doniistiiriilmiis goriintiisii
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5.2.3. H. argophyllus’un Cekirdek DNA Miktari

Sekil 5.64’te sunulmus olan tabloda 6rnegin florasan yogunlugu 451,82 iken
standartin (fig) florasan yogunlugu 170,66 olarak gortilmektedir. Standartin (fig) bilinen
2C DNA igerigi 3,65 pg olarak alinmistir. Buna gore 6rnegin mutlak ¢ekirdek 2C DNA

igerigi; (451,82/170,66) x 3,65 = 9,66 pg olarak hesaplanmuistir.

| Fig (standart) G1 pik

| ~

|
e
LI 233-30

|i H argophyllus G1 pik

Sekil 5.63 Pl 468651 Helianthus argophyllus ve standart olan Fig (Vicia sativa) bitkisine

ait G1 piklerinin birbirlerine gore pozisyonlari

100

Peak  Index Mean  Area

1 1000 4425 115
2 3857 17066 169
3 10.210 451.82 285

80 -

60 1

counts

40 A

20 1

ChiSqu.
0.16
0.16
0.16

0 bj;}::_ ::"::“2-0‘0’ -

400
FL2 632-30

1000

Sekil 5.64 Sekil 5.63’te sunulan orjinal histogramin Flow Sitometri sisteminin sahip
oldugu Paket Programi (Flomax) ile analiz edilmesinden sonra doniistiiriilmiis goriintiisii
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5.2.4. H. atrorubens’in Cekirdek DNA Miktari

Sekil 5.66’da sunulmus olan tabloda 6rnegin florasan yogunlugu 760,41liken

standartin (fig) florasan yogunlugu 128,63 olarak gortilmektedir. Standartin (fig) bilinen

2C DNA igerigi 3,65 pg olarak alinmistir. Buna gore 6rnegin mutlak ¢ekirdek 2C DNA
igerigi; (760,41/128,63) x 3,65 = 21,58 pg olarak hesaplanmustir.

Fig (standart) G1 pik

PETIAEEN S P P P
)

FLY 533-30

H. atrorubens Gl pik

REPE (TEF T | T —

o

Sekil 5.65 Pl 468659 Helianthus atrorubens ve standart olan Fig (Vicia sativa) bitkisine

ait G1 piklerinin birbirlerine gore pozisyonlari

100

Peak  Index
1 1.000
2 2.427
3 14.347

80 4

60 1

counts

40 4

204

Area%
25.07
64.46
10.46

Mean  Area

53.00 232
128.63 596
760.41 97

CV%
2387
5.22
468

ChiSqu
024
024
0.24

200 400
FL2 532.30

800

1000

Sekil 5.66 Sekil 5.65’te sunulan orjinal histogramin Flow Sitometri sisteminin sahip
oldugu Paket Programi (Flomax) ile analiz edilmesinden sonra doniistiiriilmiis goriintiisii
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5.2.5. H. bolanderi’nin Cekirdek DNA Miktari

Sekil 5.68’de sunulmus olan tabloda 6rnegin florasan yogunlugu 344,22 iken
standartin (fig) florasan yogunlugu 148,05 olarak gortilmektedir. Standartin (fig) bilinen
2C DNA igerigi 3,65 pg olarak alinmistir. Buna gore 6rnegin mutlak ¢ekirdek 2C DNA
igerigi; (344,22/148,05) x 3,65 = 8,49 pg olarak hesaplanmuistir.

counts

Fig (standart) G1 pik
—

, m.ﬂ..duh L

FLT 233-30

H. bolanderi G1 pik

Sekil 5.67 Pl 435641 Helianthus bolanderi ve standart olan Fig (Vicia sativa) bitkisine
ait G1 piklerinin birbirlerine gore pozisyonlari

100

Peak Index Mean Area  Area% CV%  ChiSqu.
1 1.000 4735 93 1545 1979 014
2 3127 14805 186 3100 620 0.14
3 7270 34422 321 5355 6.04 0.14

80

60

counts

40 1

20

200 400 600 800 1000
FL2 532-30

Sekil 5.68 Sekil 5.67°de sunulan orjinal histogramin Flow Sitometri sisteminin sahip
oldugu Paket Programi (Flomax) ile analiz edilmesinden sonra doniistiiriilmiis goriintiisii
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5.2.6. H. californicus’un Cekirdek DNA Miktari

Sekil 5.70’te sunulmus olan tabloda Ornegin florasan yogunlugu 344,30 iken
standartin (fig) florasan yogunlugu 170,93 olarak gortilmektedir. Standartin (fig) bilinen
2C DNA igerigi 3,65 pg olarak alinmistir. Buna gore 6rnegin mutlak ¢ekirdek 2C DNA
igerigi; (344,30/170,93) x 3,65 = 7,35 pg olarak hesaplanmuistir.

counts

Fig (standart) G1 pik

/ H. californicus G1 pik

o | ik g bl 1 dibey )
L i ] i

FLY 3330

Sekil 5.69 Pl 649953 Helianthus californicus ve standart olan Fig (Vicia sativa) bitkisine
ait G1 piklerinin birbirlerine gore pozisyonlari

100

Peak Index Mean  Area Area% CV% ChiSqu.
1 1.000 17093 125 4901 1103 014
2 1.956 33430 130 5089 956 0.14

804

60 1

counts

404

204

600 800 1000
FL2 532-30
I

Sekil 5.7019 Sekil 5.69’da sunulan orjinal histogramin Flow Sitometri sisteminin sahip
oldugu Paket Programi (Flomax) ile analiz edilmesinden sonra doniistiiriilmiis goriintiisii
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5.2.7. H. ciliaris’in Cekirdek DNA Miktari

Sekil 5.72’de sunulmus olan tabloda 6rnegin florasan yogunlugu 535,60 iken
standartin (fig) florasan yogunlugu 119,81 olarak gortilmektedir. Standartin (fig) bilinen
2C DNA igerigi 3,65 pg olarak alinmistir. Buna gore 6rnegin mutlak ¢ekirdek 2C DNA
igerigi; (535,60/119,81) x 3,65 =16,31 pg olarak hesaplanmustir.

counts

Fig (standart) G1 pik

— H. ciliaris Gl pik
o4 : (Y IIRY 11 (WY SR Y 11| | | T S NPT R L |

FLT 233-30

Sekil 5.71 Pl 653552 Helianthus ciliaris ve standart olan Fig (Vicia sativa) bitkisine ait
G1 piklerinin birbirlerine gore pozisyonlari

100

Peak Index Mean Area  Area% CV%  ChiSqu.
1 1.000 5311 497 3957 2250 042
2 2256 11981 606 4829 7.80 0.42
3 10.084 535.60 152 1214 409 0.42

80

60

counts

40 1

200 400 600 800 1000
FL2 53230

Sekil 5.72 Sekil 5.71°de sunulan orjinal histogramin Flow Sitometri sisteminin sahip
oldugu Paket Programi (Flomax) ile analiz edilmesinden sonra doniistiiriilmiis goriintiisii
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5.2.8. H. cusickii’nin Cekirdek DNA Miktari

Sekil 5.74’te sunulmus olan tabloda 6rnegin florasan yogunlugu 243,10 iken
standartin (fig) florasan yogunlugu 103,89 olarak gortilmektedir. Standartin (fig) bilinen
2C DNA igerigi 3,65 pg olarak alinmistir. Buna gore 6rnegin mutlak ¢ekirdek 2C DNA
igerigi; (243,10/103,89) x 3,65 = 8,54 pg olarak hesaplanmuistir.

counts

_ Fig (standart) G1 pik
' H cusickii G1 pik

[ O —

400
FLY 3330

Sekil 5.73 P1 531040 Helianthus cusickii ve standart olan Fig (Vicia sativa) bitkisine ait
G1 piklerinin birbirlerine gore pozisyonlari

100

Peak Index Mean  Area Area% CV% ChiSqu
1 1.000 10389 196 4491 520 0.06
2 2340 24310 241 5509 488 0.06

80 4

60 1

counts

40 4

204

200 400 600 800 1000
FL2 532.30

Sekil 5.74 Sekil 5.73’te sunulan orjinal histogramin Flow Sitometri sisteminin sahip
oldugu Paket Programi (Flomax) ile analiz edilmesinden sonra doniistiiriilmiis goriintiisii
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5.2.9. H. debilis subsp. cucumerifolius’un Cekirdek DNA Miktari

Sekil 5.76’da sunulmus olan tabloda 6rnegin florasan yogunlugu 252,08 iken
standartin (fig) florasan yogunlugu 139,44 olarak gortilmektedir. Standartin (fig) bilinen
2C DNA igerigi 3,65 pg olarak alinmistir. Buna gore 6rnegin mutlak ¢ekirdek 2C DNA
igerigi; (252,08/139,44) x 3,65 = 6,61 pg olarak hesaplanmuistir.

100

80

60 4

counts

404

0] Fig (standart) G1 pik

1 — H. debilis s. cucumerifolius G1 pik
0 4 ‘ ‘ \ T
0 200 400 600

FL2 532-30

T T
800 1000

Sekil 5.75 P1 435654 Helianthus debilis subsp. cucumerifolius ve standart olan Fig (Vicia
sativa) bitkisine ait G1 piklerinin birbirlerine gére pozisyonlari

100 Peak Index Mean Area Area% CV% ChiSqu.
1 1.000 5518 88 2285 2779 013
2 2527 13944 155 3985 7.94 0.13
3 4568 25208 146 3750 782 0.13
80
60
@
c
S
o
o
40
20 A
0 - T T T T
400 600 800 1000
FL2 532-30
I

Sekil 5.76 Sekil 5.75’te sunulan orjinal histogramin Flow Sitometri sisteminin sahip
oldugu Paket Programi (Flomax) ile analiz edilmesinden sonra doniistiiriilmiis goriintiisii
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5.2.10. H. debilis subsp. silvestris Cekirdek DNA Miktari

Sekil 5.78’de sunulmus olan tabloda 6rnegin florasan yogunlugu 246,75 iken
standartin (fig) florasan yogunlugu 123,63 olarak gortilmektedir. Standartin (fig) bilinen
2C DNA igerigi 3,65 pg olarak alinmistir. Buna gore 6rnegin mutlak ¢ekirdek 2C DNA
igerigi; (246,75/123,63) x 3,65 = 7,28 pg olarak hesaplanmuistir.

Cpuns

Fig (standart) G1 pik
/ H. debilis 5. silvestris G1 pik

e
FLI 33338

Sekil 5.77 Pl 613753 Helianthus debilis subsp. silvestris ve standart olan Fig (Vicia
sativa) bitkisine ait G1 piklerinin birbirlerine gére pozisyonlari

100 Peak Index Mean  Area Area% CV% ChiSqu

1 1.000 12363 124 2550 477 0.26
2 1996 24675 363 7450 394 0.26

counts

400 600 800 1000
FL2 532-30
___

Sekil 5.78 Sekil 5.77°de sunulan orjinal histogramin Flow Sitometri sisteminin sahip
oldugu Paket Programi (Flomax) ile analiz edilmesinden sonra donistiiriilmiis goriintiisii
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5.2.11. H. decapetalus’un Cekirdek DNA Miktar:

Sekil 5.80’de sunulmus olan tabloda 6rnegin florasan yogunlugu 504,27 iken
standartin (fig) florasan yogunlugu 79,38 olarak gortlmektedir. Standartin (fig) bilinen
2C DNA igerigi 3,65 pg olarak alinmistir. Buna gore 6rnegin mutlak ¢ekirdek 2C DNA
igerigi; (504,27/79,38) x 3,65 = 23,18 pg olarak hesaplanmuistir.

Coaunts

H decapetalus G1 pik

d
. 1,I-IL.IM4.-.:._. - . -

FLIT 833-30
__

Fig (standart) G1 pik

—
40 4
| J‘
o+ lusd =

Sekil 5.79 P1 649971 Helianthus decapetalus ve standart olan Fig (Vicia sativa) bitkisine
ait G1 piklerinin birbirlerine gore pozisyonlari

100

Peak Index Mean  Area Area% CV% ChiSqu
1 1.000 4385 243 2018 1607 025
2 1810 7938 645 5366 873 025
3 11.500 504.27 315 2616 832 025

80 4

60 4
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40

204 .

600 300 1000

FL2 532-30
I

Sekil 5.80 Sekil 5.79°da sunulan orjinal histogramin Flow Sitometri sisteminin sahip
oldugu Paket Programi (Flomax) ile analiz edilmesinden sonra donistiiriilmiis goriintiisii
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5.2.12 H. divaricatus’un Cekirdek DNA Miktari

Sekil 5.82’de sunulmus olan tabloda 6rnegin florasan yogunlugu 319,27 iken
standartin (fig) florasan yogunlugu 140,90 olarak gortilmektedir. Standartin (fig) bilinen
2C DNA igerigi 3,65 pg olarak alinmistir. Buna gore 6rnegin mutlak ¢ekirdek 2C DNA
igerigi; (319,27/140,90) x 3,65 = 8,27 pg olarak hesaplanmuistir.

COURS

Fig (standart) G1 pik

4

. I | e H. divaricatus G1 pik
o4 N'.‘w;ﬂ...;”; 1..|m e - e e - —

FLI 433.33

Sekil 5.81 P1 435675 Helianthus divaricatus ve standart olan Fig (Vicia sativa) bitkisine
ait G1 piklerinin birbirlerine gore pozisyonlari

—
100 Peak Index Mean  Area Area% CV% ChiSqu.
1 1.000 5205 216 17.80 2344 025
2 2707 14090 325 2682 1324 025
3 6134 31927 671 5539 7.89 025
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60
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Sekil 5.82 Sekil 5.81°de sunulan orjinal histogramin Flow Sitometri sisteminin sahip
oldugu Paket Programi (Flomax) ile analiz edilmesinden sonra doniistiiriilmiis goriintiisii
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5.2.13. H. eggertii’nin Cekirdek DNA Miktari

Ormnekte pikler ¢ok az ya da kirli oldugu igin oransal pozisyonlari program
tarafindan otomatik hesaplanmaktadir. Ornegin florasan yogunlugu 679,69 iken
standartin (fig) florasan yogunlugu 109,17 olarak gortilmektedir. Standartin (fig) bilinen
2C DNA igerigi 3,65 pg olarak alinmistir. Buna gore 6rnegin mutlak ¢ekirdek 2C DNA
igerigi; (679,69/109,17) x 3,65 = 22,72 pg olarak hesaplanmustir.

100
&0
B 4
£
3
410 4
- Fig (standart) G1 pik H eggertii G1 pik
i+ ITEEAAE BT E R e udylus .....a._-.l_].l.Ll.J.u.h.J.l_u.l_.,. I .
o 0 4000 B0 B 1000
FLI 532-3)

Sekil 5.83 P1 649981 Helianthus eggertii ve standart olan Fig (Vicia sativa) bitkisine ait
G1 piklerinin birbirlerine gore pozisyonlari
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5.2.14. H. exilis’in Cekirdek DNA Miktari

Sekil 5.85’te sunulmus olan tabloda 6rnegin florasan yogunlugu 295,55 iken
standartin (fig) florasan yogunlugu 150,51 olarak gortilmektedir. Standartin (fig) bilinen
2C DNA igerigi 3,65 pg olarak alinmistir. Buna gore 6rnegin mutlak ¢ekirdek 2C DNA
igerigi; (295,55/150,51) x 3,65 = 7,16 pg olarak hesaplanmuistir.

counts

Fig (standart) G1 pik

) L ul_/ H exilis G1 pik
T T FR—— :

FLI

Sekil 5.8 P1 649891 Helianthus exilis ve standart olan Fig (Vicia sativa) bitkisine ait G1
piklerinin birbirlerine gore pozisyonlari

100 Peak Index Mean  Area Area% CV% ChiSqu.
1 1.000 4769 173 3373 1929 017
2 3156  150.51 228 4457 764 017
3 6198 29555 1M1 2170 1337 017
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Sekil 5.85 Sekil 5.84’te sunulan orjinal histogramin Flow Sitometri sisteminin sahip
oldugu Paket Programi (Flomax) ile analiz edilmesinden sonra doniistiiriilmiis goriintiisii
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5.2.15. H. floridanus’un Cekirdek DNA Miktar:

Sekil 5.87’de sunulmus olan tabloda 6rnegin florasan yogunlugu 346,69 iken

standartin (fig) florasan yogunlugu 95,58 olarak gortlmektedir. Standartin (fig) bilinen

2C DNA igerigi 3,65 pg olarak alinmistir. Buna gore 6rnegin mutlak ¢ekirdek 2C DNA
igerigi; (346,69/95,58) x 3,65 = 13,23 pg olarak hesaplanmuistir.

COUunts

bl o

Fig (standart) G1 pik

e . flovidamies G1 pik

Lz mgam

Sekil 5.86 Pl 468716 Helianthus floridanus ve standart olan Fig (Vicia sativa) bitkisine
ait G1 piklerinin birbirlerine gore pozisyonlari

counts

100

Peak  Index Mean Area Area% CV%
1 1000 9558 616 6401 699
2 3627 34669 346 3599 766

ChiSqu.
0.30
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Sekil 5.87 Sekil 5.86’da sunulan orjinal histogramin Flow Sitometri sisteminin sahip
oldugu Paket Programi (Flomax) ile analiz edilmesinden sonra doniistiiriilmiis goriintiisii
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5.2.16. H. giganteus’un Cekirdek DNA Miktar:

Sekil 5.89’da sunulmus olan tabloda 6rnegin florasan yogunlugu 207,29 iken

standartin (fig) florasan yogunlugu 85,67 olarak gortlmektedir. Standartin (fig) bilinen

2C DNA igerigi 3,65 pg olarak alinmistir. Buna gore 6rnegin mutlak ¢ekirdek 2C DNA
igerigi; (207,29/85,67) x 3,65 = 8,83 pg olarak hesaplanmustir.

County

Fig (standart) G1 pik
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Sekil 5.88 P1 468720 Helianthus giganteus ve standart olan Fig (Vicia sativa) bitkisine
ait G1 piklerinin birbirlerine gore pozisyonlari

counts
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Peak Index Mean  Area Area% CV% ChiSqu.
1 1.000 8567 165 3775 1253 012

2 2420 20729 272 6225 718 0.12
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Sekil 5.89 Sekil 5.88’de sunulan orjinal histogramin Flow Sitometri sisteminin sahip
oldugu Paket Programi (Flomax) ile analiz edilmesinden sonra doniistiiriilmiis goriintiisii
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5.2.17. H. glaucophyllus’un Cekirdek DNA Miktari

Sekil 5.91°de sunulmus olan tabloda 6rnegin florasan yogunlugu 289,01 iken
standartin (fig) florasan yogunlugu 113,14 olarak gortilmektedir. Standartin (fig) bilinen
2C DNA igerigi 3,65 pg olarak alinmistir. Buna gore 6rnegin mutlak ¢ekirdek 2C DNA
igerigi; (289,01/113,14) x 3,65 = 9,32 pg olarak hesaplanmuistir.
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Sekil 5.90 Pl 664715 Helianthus glaucophyllus ve standart olan Fig (Vicia sativa)
bitkisine ait G1 piklerinin birbirlerine gére pozisyonlar

100 Peak Index Mean  Area Area% CV% ChiSqu
1 1.000 11314 53 3118 582 0.08
2 2555  289.01 117 68.82 4.67 0.08
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Sekil 5.91 Sekil 5.90°da sunulan orjinal histogramin Flow Sitometri sisteminin sahip
oldugu Paket Programi (Flomax) ile analiz edilmesinden sonra doniistiiriilmiis goriintiisii
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5.2.18. H. gracilentus’un Cekirdek DNA Miktari

Sekil 5.93’te sunulmus olan tabloda 6rnegin florasan yogunlugu 200,06 iken
standartin (fig) florasan yogunlugu 105,61 olarak gortilmektedir. Standartin (fig) bilinen
2C DNA igerigi 3,65 pg olarak alinmistir. Buna gore 6rnegin mutlak ¢ekirdek 2C DNA
igerigi; (200,06/105,61) x 3,65 = 6,91 pg olarak hesaplanmuistir.

Coaunts

| = H gracilentus G1 pik

Fig (standart) G1 pik

o4 uln.L.IuHH: -

FLI 53338

Sekil 5.92 Pl 664644 Helianthus gracilentus ve standart olan Fig (Vicia sativa) bitkisine
ait G1 piklerinin birbirlerine gore pozisyonlari

100 Peak Index Mean  Area Area% CV% ChiSqu
1 1.000 5874 103 864 3268 0.14
2 1798 10561 89 748 5.21 0.14
3 3406 20006 1001 8388 448 014
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Sekil 5.93 Sekil 5.92°de sunulan orjinal histogramin Flow Sitometri sisteminin sahip
oldugu Paket Programi (Flomax) ile analiz edilmesinden sonra doniistiiriilmiis goriintiisii
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5.2.19. H. grossesseratus’un Cekirdek DNA Miktari

Sekil 5.95’te sunulmus olan tabloda 6rnegin florasan yogunlugu 288,99 iken
standartin (fig) florasan yogunlugu 135,33 olarak gortilmektedir. Standartin (fig) bilinen
2C DNA igerigi 3,65 pg olarak alinmistir. Buna gore 6rnegin mutlak ¢ekirdek 2C DNA
igerigi; (288,99/135,33) x 3,65 = 7,79 pg olarak hesaplanmuistir.

County

1 Fig (standart) G1 pik

L-..Mi....?.__._...m....

H. grossesseratus G1 pik

PLY $32-38

Sekil 5.94 Pl 468725 Helianthus grosseserratus ve standart olan Fig (Vicia sativa)
bitkisine ait G1 piklerinin birbirlerine gore pozisyonlar

—
100 Peak Index Mean  Area Area% CV% ChiSqu.
1 1000 4233 111 2570 1491 015
2 3197 13533 187 4318 1083 015
3 6826 28899 135 3111 1133 015
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Sekil 5.95 Sekil 5.94’te sunulan orjinal histogramin Flow Sitometri sisteminin sahip
oldugu Paket Programi (Flomax) ile analiz edilmesinden sonra doniistiiriilmiis goriintiisii
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5.2.20. H. hirsutus’un Cekirdek DNA Miktari

Sekil 5.97’de sunulmus olan tabloda 6rnegin florasan yogunlugu 503,06 iken

standartin (fig) florasan yogunlugu 102,74 olarak gortilmektedir. Standartin (fig) bilinen

2C DNA igerigi 3,65 pg olarak alinmistir. Buna gore 6rnegin mutlak ¢ekirdek 2C DNA
igerigi; (503,06/102,74) x 3,65 =17,87 pg olarak hesaplanmustir.
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= Fig (standart) G1 pik
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FLIT 833-30
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H. hirsutus G1 pik

Sekil 5.96 P1 435703 Helianthus hirsutus ve standart olan Fig (Vicia sativa) bitkisine ait

G1 piklerinin birbirlerine gore pozisyonlari
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Sekil 5.97 Sekil 5.96’da sunulan orjinal histogramin Flow Sitometri sisteminin sahip
oldugu Paket Programi (Flomax) ile analiz edilmesinden sonra doniistiiriilmiis goriintiisii
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5.2.21. H. laciniatus’un Cekirdek DNA Miktar1

Ormnekte pikler ¢ok az ya da kirli oldugu igin oransal pozisyonlari program
tarafindan otomatik hesaplanmaktadir. Ornegin florasan yogunlugu 290,3 iken standartin
(fig) florasan yogunlugu 138,81 olarak gorulmektedir. Standartin (fig) bilinen 2C DNA
igerigi 3,65 pg olarak alinmistir. Buna goére ornegin mutlak ¢ekirdek 2C DNA igerigi;
(290,3/138,81) x 3,65 = 7,63 pg olarak hesaplanmustir.

100

counts

Fig (standart) G1 pik
2 . H laciniatus G pik

| /
o ML_L._J_.__._. e e o bogoe oot il U SR g . -

a 200 400 &00 BOD 1000
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Sekil 5.98 Pl 653562 Helianthus laciniatus ve standart olan Fig (Vicia sativa) bitkisine
ait G1 piklerinin birbirlerine gore pozisyonlari
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5.2.22. H. laevigatus’un Cekirdek DNA Miktar

Sekil 5.100°de sunulmus olan tabloda 6rnegin florasan yogunlugu 644,06 iken
standartin (fig) florasan yogunlugu 95,90 olarak gortlmektedir. Standartin (fig) bilinen
2C DNA igerigi 3,65 pg olarak alinmistir. Buna gore 6rnegin mutlak ¢ekirdek 2C DNA
igerigi; (644,06/95,90) x 3,65 = 24,51 pg olarak hesaplanmuistir.

Ut

— Fig (standart) G1 pik H. laevigatus G1 pk

FLT 53733

Sekil 5.99 Pl 503228 Helianthus laevigatus ve standart olan Fig (Vicia sativa) bitkisine
ait G1 piklerinin birbirlerine gore pozisyonlari

100

Peak Index Mean  Area Area% CV% ChiSqu.
1 1.000 9590 241 6831 816 022
2 6716 64406 112 3169 306 022
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Sekil 5.100 Sekil 5.99°da sunulan orjinal histogramin Flow Sitometri Sisteminin sahip
oldugu Paket Programi (Flomax) ile analiz edilmesinden sonra donistiiriilmiis goriintiisii
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5.2.23. H. laetiflorus’un Cekirdek DNA Miktari

Ormnekte pikler ¢ok az ya da kirli oldugu igin oransal pozisyonlari program
tarafindan otomatik hesaplanmaktadir. Ornegin florasan yogunlugu 677,69 iken
standartin (fig) florasan yogunlugu 117,86 olarak gortilmektedir. Standartin (fig) bilinen
2C DNA igerigi 3,65 pg olarak alinmistir. Buna gore 6rnegin mutlak ¢ekirdek 2C DNA
igerigi; (677,69/117,86) x 3,65 = 20,99 pg olarak hesaplanmustir.

COUntE

Fig (standart) G1 pik H. Iaetiflorus G1 pik
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FLT 83330

Sekil 5.101 P1 503291 Helianthus laetiflorus ve standart olan Fig (Vicia sativa) bitkisine
ait G1 piklerinin birbirlerine gore pozisyonlari
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5.2.24. H. longifolius’un Cekirdek DNA Miktari

Ormnekte pikler ¢ok az ya da kirli oldugu igin oransal pozisyonlari program
tarafindan otomatik hesaplanmaktadir. Ornegin florasan yogunlugu 277 iken standartin
(fig) florasan yogunlugu 101,24 olarak gortlmektedir. Standartin (fig) bilinen DNA
igcerigi 3,65 pg olarak alinmistir. Buna gore 6rnegin mutlak ¢ekirdek 2C DNA igerigi;
(277/101,24) x 3,65 = 9,99 pg olarak hesaplanmustir.

Sl

Fig (standart) G1 pik
/ H. longifolius G1 pik

FLT E33-20

Sekil 5.102 P1 650001 Helianthus longifolius ve standart olan Fig (Vicia sativa) bitkisine
ait G1 piklerinin birbirlerine gore pozisyonlari
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5.2.25. H. maximilliani’nin Cekirdek DNA Miktari

Sekil 5.104’te sunulmus olan tabloda 6rnegin florasan yogunlugu 278,05 iken
standartin (fig) florasan yogunlugu 121,02 olarak gortilmektedir. Standartin (fig) bilinen
2C DNA igerigi 3,65 pg olarak alinmistir. Buna gore 6rnegin mutlak ¢ekirdek 2C DNA
igerigi; (278,05/121,02) x 3,65 = 8,38 pg olarak hesaplanmuistir.

s
5 2

. Fig (standart) G1 pik
-/

— . maximilliani G1 pik
| m.hn.__._:._uk__ PSS

FLY 33338

Sekil 5.103 Pl 468746 Helianthus maximiliani ve standart olan Fig (Vicia sativa)
bitkisine ait G1 piklerinin birbirlerine gore pozisyonlari

100

Peak Index Mean  Area Area% CV% ChiSqu
1 1000 55.04 136 2351 2687 013
2 2199 121.02 102 1760 824 013
3 5051  278.05 341 5889 479 013
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200 400 600 800 1000
FL2 532-30
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Sekil 5.104 Sekil 5.103’te sunulan orjinal histogramin Flow Sitometri sisteminin sahip
oldugu Paket Programi (Flomax) ile analiz edilmesinden sonra donistiiriilmiis goriintiisii
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5.2.26. H. mollis’in Cekirdek DNA Miktari

Sekil 5.106’da sunulmus olan tabloda 6rnegin florasan yogunlugu 296,33 iken
standartin (fig) florasan yogunlugu 116,92 olarak gortilmektedir. Standartin (fig) bilinen
2¢c DNA igerigi 3,65 pg olarak alinmistir. Buna gore 6rnegin mutlak ¢ekirdek 2C DNA
igerigi; (296,33/116,92) x 3,65 = 9,25 pg olarak hesaplanmuistir.

CoUntE
=

Fig (standart) G1 pik

' — H mallis G1 pik

2N,

T T

Sekil 5.105 P1 435759 Helianthus mollis ve standart olan Fig (Vicia sativa) bitkisine ait
G1 piklerinin birbirlerine gore pozisyonlari

100

Peak Index Mean  Area Area% CV% ChiSqu.
1 1000 116.92 120 3997 691 014
2 2534 29633 180 6003 570 014

counts

200 400 600 800 1000
FL2 532-30
I

Sekil 5.106 Sekil 5.105’te sunulan orjinal histogramin Flow Sitometri sisteminin sahip
oldugu Paket Programi (Flomax) ile analiz edilmesinden sonra doniistiiriilmiis goriintiisii
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5.2.27. H. nuttalli’nin Cekirdek DNA Miktari

Ormnekte pikler ¢ok az ya da kirli oldugu igin oransal pozisyonlari program
tarafindan otomatik hesaplanmaktadir. Ornegin florasan yogunlugu 232,36 iken
standartin (fig) florasan yogunlugu 103,19 olarak gortilmektedir. Standartin (fig) bilinen
2C DNA igerigi 3,65 pg olarak alinmistir. Buna gore 6rnegin mutlak ¢ekirdek 2C DNA
igerigi; (232,36/103,19) x 3,65 = 8,22 pg olarak hesaplanmuistir.
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Fig (standart) G1 pik

20 4 / H. nuttallii G1 pik

N L LT ] - T - e
o i) 400 i B0 1000
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Sekil 5.107 P1 592341 Helianthus nuttalli ve standart olan Fig (Vicia sativa) bitkisine ait
G1 piklerinin birbirlerine gore pozisyonlari
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5.2.28. H. nuttallii subsp. nuttallii’nin Cekirdek DNA Miktari

Sekil 5.109’da sunulmus olan tabloda 6rnegin florasan yogunlugu iken 277,66
standartin (fig) florasan yogunlugu 123,53 olarak gortilmektedir. Standartin (fig) bilinen
2C DNA igerigi 3,65 pg olarak alinmistir. Buna gore 6rnegin mutlak ¢ekirdek 2C DNA
igerigi; (277,66/123,53) x 3,65 = 8,20 pg olarak hesaplanmustir.
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Sekil 5.108 Pl 531044 Helianthus nuttallii subsp. nuttallii ve standart olan Fig (Vicia
sativa) bitkisine ait G1 piklerinin birbirlerine gére pozisyonlari

100 Peak Index Mean  Area Area% CV% ChiSqu
1 1.000 12353 370 3534 896 0.26
2 2248 277166 678 6466 698 026
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Sekil 5.109 Sekil 5.108’de sunulan orjinal histogramin Flow Sitometri sisteminin sahip
oldugu Paket Programi (Flomax) ile analiz edilmesinden sonra doniistiiriilmiis goriintiisii
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5.2.29. H. nuttalii subsp. rydbergi’nin Cekirdek DNA Miktari

Sekil 5.111°de sunulmus olan tabloda 6rnegin florasan yogunlugu 255,92 iken
standartin (fig) florasan yogunlugu 112,12 olarak gortilmektedir. Standartin (fig) bilinen
2C DNA igerigi 3,65 pg olarak alinmistir. Buna gore 6rnegin mutlak ¢ekirdek 2C DNA
igerigi; (255,92/112,12) x 3,65 = 8,33 pg olarak hesaplanmuistir.
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H. nuttallii s. rydbergii G1 pik

Sekil 5.110 PI 597918 Helianthus nuttallii subsp. rydbergii ve standart olan Fig (Vicia
sativa) bitkisine ait G1 piklerinin birbirlerine gére pozisyonlari

100 Peak Index Mean  Area Area% CV% ChiSqu.
1 1.000 4481 127 2554 1846 013
2 2502 11212 141 2828 6.50 013
3 5712 25592 230 4618 593 013
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Sekil 5.111 Sekil 5.109’da sunulan orjinal histogramin Flow Sitometri sisteminin sahip
oldugu Paket Programi (Flomax) ile analiz edilmesinden sonra doniistiiriilmiis goriintiisii
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5.2.30. H. occidentalis’in Cekirdek DNA Miktari

Ormnekte pikler ¢ok az ya da kirli oldugu igin oransal pozisyonlari program
tarafindan otomatik hesaplanmaktadir. Ornegin florasan yogunlugu 267,23 iken
standartin (fig) florasan yogunlugu 115,67 olarak gortilmektedir. Standartin (fig) bilinen
2C DNA igerigi 3,65 pg olarak alinmistir. Buna gore 6rnegin mutlak ¢ekirdek 2C DNA
igerigi; (267,23/115,67) x 3,65 = 8,43 pg olarak hesaplanmuistir.

Fig (standart) G1 pik

/ H. occidentalis G1 pik

L L]

FL2 B33-30

Sekil 5.112 Pl 673322 Helianthus occidentalis ve standart olan Fig (Vicia sativa)
bitkisine ait G1 piklerinin birbirlerine gore pozisyonlari
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5.2.31. H. occidentalis subsp. occidentalis’in Cekirdek DNA Miktari

Sekil 5.114’te sunulmus olan tabloda 6rnegin florasan yogunlugu 304,41 iken
standartin (fig) florasan yogunlugu 123,39 olarak gortilmektedir. Standartin (fig) bilinen
2C DNA igerigi 3,65 pg olarak alinmistir. Buna gore 6rnegin mutlak ¢ekirdek 2C DNA
igerigi; (304,41/123,39) x 3,65 = 9,00 pg olarak hesaplanmuistir.
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Sekil 5.113 PI 435788 Helianthus occidentalis subsp. occidentalis ve standart olan Fig
(Vicia sativa) bitkisine ait G1 piklerinin birbirlerine gore pozisyonlari

100

Peak Index Mean  Area Area% CV% ChiSqu.
1 1000 4933 160 2507 2259 015
2 2501 12339 234 3659 543 015
3 6171 30441 245 3834 530 015
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Sekil 5.114 Sekil 5.113’te sunulan orjinal histogramin Flow Sitometri sisteminin sahip
oldugu Paket Programi (Flomax) ile analiz edilmesinden sonra doniistiiriilmiis goriintiisii
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5.2.32. H. occidentalis subsp. plantagineus’un Cekirdek DNA Miktari

Ormnekte pikler ¢ok az ya da kirli oldugu igin oransal pozisyonlari program
tarafindan otomatik hesaplanmaktadir. Ornegin florasan yogunlugu 287,14 iken
standartin (fig) florasan yogunlugu 125,47 olarak gortilmektedir. Standartin (fig) bilinen
2C DNA igerigi 3,65 pg olarak alinmistir. Buna gore 6rnegin mutlak ¢ekirdek 2C DNA
igerigi; (287,14/125,47) x 3,65 = 8,35 pg olarak hesaplanmuistir.
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Sekil 5.115 P1 494592 Helianthus occidentalis subsp. plantagineus ve standart olan Fig
(Vicia sativa) bitkisine ait G1 piklerinin birbirlerine gore pozisyonlari
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5.2.33. H. paradoxus’un Cekirdek DNA Miktari

Sekil 5.117°de sunulmus olan tabloda 6rnegin florasan yogunlugu 358,69 iken
standartin (fig) florasan yogunlugu 131,18 olarak gortilmektedir. Standartin (fig) bilinen
2C DNA igerigi 3,65 pg olarak alinmistir. Buna gore 6rnegin mutlak ¢ekirdek 2C DNA
igerigi; (358,69/131,18) x 3,65 = 9,98 pg olarak hesaplanmuistir.
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Sekil 5.116 P1 673253 Helianthus paradoxus ve standart olan Fig (Vicia sativa) bitkisine
ait G1 piklerinin birbirlerine gore pozisyonlari

100 Peak Index Mean  Area Area% CV% ChiSqu.
1 1000 4661 51 1453 2258 010
2 2814 13118 116 3333 565 0.10
3 7696 35869 181 5214 468 0.10
80 A
60
@
<
5
°
S
40 4
20 A
200 400 600 800 1000
FL2 532-30

Sekil 5.117 Sekil 5.116’da sunulan orjinal histogramin Flow Sitometri sisteminin sahip
oldugu Paket Programi (Flomax) ile analiz edilmesinden sonra donistiiriilmiis goriintiisii
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5.2.34. H. pauciflorus subsp. pauciflorus’un Cekirdek DNA Miktar:

Ormnekte pikler ¢ok az ya da kirli oldugu igin oransal pozisyonlari program
tarafindan otomatik hesaplanmaktadir. Ornegin florasan yogunlugu 667,78 iken
standartin (fig) florasan yogunlugu 113,96 olarak gortilmektedir. Standartin (fig) bilinen
2C DNA igerigi 3,65 pg olarak alinmistir. Buna gore 6rnegin mutlak ¢ekirdek 2C DNA
igerigi; (667,78/113,96) x 3,65 = 21,39 pg olarak hesaplanmustir.
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Sekil 5.118 Pl 664751 Helianthus pauciflorus subsp. pauciflorus ve standart olan Fig
(Vicia sativa) bitkisine ait G1 piklerinin birbirlerine gore pozisyonlari
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5.2.35. H. pauciflorus subsp. subrhomboideus Cekirdek DNA Miktari

Sekil 5.120’de sunulmus olan tabloda ornegin florasan yogunlugu 269,6 iken
standartin (fig) florasan yogunlugu 116,23 olarak gortilmektedir. Standartin (fig) bilinen
2C DNA igerigi 3,65 pg olarak alinmistir. Buna gore 6rnegin mutlak ¢ekirdek 2C DNA
igerigi; (269,6/116,23) x 3,65 = 8,47 pg olarak hesaplanmustir.

100

80 4

60 4

counts

40 4
Fig (standart) G1 pik

204 /
| H. paucifiorus s.
hl subrhomboideus G1 pik
0 JITHTRT s el ou . . L .
200 400 600 800 1000

FL2 §32-30

Sekil 5.119 P1 650031 Helianthus pauciflorus subsp. subrhomboideus ve standart olan
Fig (Vicia sativa) bitkisine ait G1 piklerinin birbirlerine gore pozisyonlari
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100

Peak Index Mean  Area Area% CV% ChiSqu.
1 1000 4793 55 942 2500 010

2 2425 11623 281 4787 680 0.10

3 5625 269.60 251 4271 589 0.10
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Sekil 5.120 Sekil 5.119’da sunulan orjinal histogramin Flow Sitometri sisteminin sahip
oldugu Paket Programi (Flomax) ile analiz edilmesinden sonra doniistiiriilmiis goriintiisii
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5.2.36. H. petiolaris’in Cekirdek DNA Miktari

Sekil 5.122°de sunulmus olan tabloda 6rnegin florasan yogunlugu 252,36 iken
standartin (fig) florasan yogunlugu 122,84 olarak gortilmektedir. Standartin (fig) bilinen
2C DNA igerigi 3,65 pg olarak alinmistir. Buna gore 6rnegin mutlak ¢ekirdek 2C DNA
igerigi; (252,36/122,84) x 3,65 = 7,49 pg olarak hesaplanmuistir.
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Sekil 5.121 P1 597923 Helianthus petiolaris ve standart olan Fig (Vicia sativa) bitkisine
ait G1 piklerinin birbirlerine gore pozisyonlari

100 Peak Index Mean  Area Area% CV% ChiSqu.
1 1.000 4022 46 1246 1519 008
2 3054 12284 121 3254 603 0.08
3 6.274 25236 205 5499 427 0.08
80 4
60 4
@
t
3
o
o
401
20
200 400 600 800 1000
FL2 532-30

Sekil 5.122 Sekil 5.121°de sunulan orjinal histogramin Flow Sitometri sisteminin sahip
oldugu Paket Programi (Flomax) ile analiz edilmesinden sonra doniistiiriilmiis goriintiisii
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5.2.37. H. petiolaris subsp. petiolaris’in Cekirdek DNA Miktari

Sekil 5.124’te sunulmus olan tabloda 6rnegin florasan yogunlugu 252,36 iken
standartin (fig) florasan yogunlugu 122,84 olarak gortilmektedir. Standartin (fig) bilinen
2C DNA igerigi 3,65 pg olarak alinmistir. Buna gore 6rnegin mutlak ¢ekirdek 2C DNA
igerigi; (252,36/122,84) x 3,65 = 7,49 pg olarak hesaplanmuistir.

COUntE

— H. petiolaris s.
petiolaris Gl pik

Fig (standart) G1 pik

. P

Ly oEem

Sekil 5.123 Pl 468842 Helianthus petiolaris subsp. petiolaris ve standart olan Fig (Vicia
sativa) bitkisine ait G1 piklerinin birbirlerine gére pozisyonlari

100

Peak  Index Mean  Area Area% CV%  ChiSqu.
1 1.000 10149 M9 1154 1034 019
2 1787 18135 914 8846 826 019

400 600 500 1000
FL2 53230
____

Sekil 5.124 Sekil 5.123’te sunulan orjinal histogramin Flow Sitometri sisteminin sahip
oldugu Paket Programi (Flomax) ile analiz edilmesinden sonra doniistiiriilmiis goriintiisii
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5.2.38. H. porteri’nin Cekirdek DNA Miktari

Sekil 5.126’da sunulmus olan tabloda 6rnegin florasan yogunlugu 235,27 iken

standartin (fig) florasan yogunlugu 150,02 olarak gortilmektedir. Standartin (fig) bilinen

2C DNA igerigi 3,65 pg olarak alinmistir. Buna gore 6rnegin mutlak ¢ekirdek 2C DNA
igerigi; (235,27/150,02) x 3,65 = 5,72 pg olarak hesaplanmuistir.

100

counts

20

0

80 4

60 4

40 4

0

-

200

Fig (standart) G1 pik

Il H. porteri G1 pik

400

800
FL2 53230

1000

Sekil 5.125 Pl 649911 Helianthus porteri ve standart olan Fig (Vicia sativa) bitkisine ait
G1 piklerinin birbirlerine gore pozisyonlari

counts

100

80 4

60

404

20 4

Peak  Index Mean  Area Area% CV%
1 1.000  150.02 370 7179 614
2 1568 23527 146 2821 222

ChiSqu
0.09
0.09

400

800
FL2 53230
____

1000

Sekil 5.126 Sekil 5.125’te sunulan orjinal histogramin Flow Sitometri sisteminin sahip
oldugu Paket Programi (Flomax) ile analiz edilmesinden sonra doniistiiriilmiis goriintiisii
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5.2.39. H. praecox’un Cekirdek DNA Miktari

Sekil 5.128’de sunulmus olan tabloda 6rnegin florasan yogunlugu 196,62 iken
standartin (fig) florasan yogunlugu 118,02 olarak gortilmektedir. Standartin (fig) bilinen
2C DNA igerigi 3,65 pg olarak alinmistir. Buna gore 6rnegin mutlak ¢ekirdek 2C DNA
igerigi; (196,62/118,02) x 3,65 = 6,08 pg olarak hesaplanmuistir.

CUns

Fig (standart) G1 pik

/ — H praecox Gl pik

FLI 83338
__

Sekil 5.127 Pl 468846 Helianthus praecox ve standart olan Fig (Vicia sativa) bitkisine
ait G1 piklerinin birbirlerine gore pozisyonlari

100 Peak Index Mean  Area Area% CV% ChiSqu.
1 1.000 54.68 79 1475 2722 0N
2 2158 118.02 85 1586 788 011
3 3506 196.62 372 6939 680 0.
80
60
@
=
5
°
S
404
20 4
0+ . . : —|
400 600 800 1000
FL2 532-30

Sekil 5.128 Sekil 5.127’de sunulan orjinal histogramin Flow Sitometri sisteminin sahip
oldugu Paket Programi (Flomax) ile analiz edilmesinden sonra doniistiiriilmiis goriintiisii
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5.2.40. H. praecox subsp. hirtus Cekirdek DNA Miktari

Ormnekte pikler ¢ok az ya da kirli oldugu igin oransal pozisyonlari program
tarafindan otomatik hesaplanmaktadir. Ornegin florasan yogunlugu 199,78 iken
standartin (fig) florasan yogunlugu 98,37 olarak gortlmektedir. Standartin (fig) bilinen
2C DNA igerigi 3,65 pg olarak alinmistir. Buna gére 6rnegin mutlak ¢ekirdek 2C DNA
igerigi; (199,78/98,37) x 3,65 =7,41 pg olarak hesaplanmuistir.

Fig (standart) G1 pik

H praecox s. hirtus G1 pik

FLZ B533-35

Sekil 5.129 Pl 435855 Helianthus praecox subsp. hirtus ve standart olan Fig (Vicia
sativa) bitkisine ait G1 piklerinin birbirlerine gére pozisyonlari
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5.2.41. H. praecox subsp. praecox Cekirdek DNA Miktar:

Sekil 5.131°de sunulmus olan tabloda 6rnegin florasan yogunlugu 213,77 iken
standartin (fig) florasan yogunlugu 126,66 olarak gortilmektedir. Standartin (fig) bilinen
2C DNA igerigi 3,65 pg olarak alinmistir. Buna gore 6rnegin mutlak ¢ekirdek 2C DNA
igerigi; (213,77/126,66) x 3,65 = 6,16 pg olarak hesaplanmuistir.

Ut

Fig (standart) G1 pik

— H praecox s. praecox Gl pik

FLT 5373

Sekil 5.130 Pl 435847 Helianthus praecox subsp. praecox ve standart olan Fig (Vicia
sativa) bitkisine ait G1 piklerinin birbirlerine gére pozisyonlari

100

Peak Index Mean  Area Area% CV% ChiSqu
1 1.000  126.66 155 2779 675 017
2 1683 21317 402 72.21 507 017

80

60 4

counts

404

20 4

400 600 500 1000
FL2 532-30

Sekil 5.131 Sekil 5.130’da sunulan orjinal histogramin Flow Sitometri sisteminin sahip
oldugu Paket Programi (Flomax) ile analiz edilmesinden sonra donistiiriilmiis goriintiisii
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5.2.42. H. praecox subsp. runyonii’nin Cekirdek DNA Miktari

Sekil 5.133’te sunulmus olan tabloda 6rnegin florasan yogunlugu 222,26 iken
standartin (fig) florasan yogunlugu 132,26 olarak gortilmektedir. Standartin (fig) bilinen
2C DNA igerigi 3,65 pg olarak alinmistir. Buna gore 6rnegin mutlak ¢ekirdek 2C DNA
igerigi; (222,26/132,26) x 3,65 = 6,13 pg olarak hesaplanmuistir.

Ut

Fig (standart) G1 pik

/ — H praecox s. runyonii G1 pik

FLT 5373

Sekil 5.132 Pl 435853 Helianthus praecox subsp. runyonii ve standart olan Fig (Vicia
sativa) bitkisine ait G1 piklerinin birbirlerine gére pozisyonlari

100

Peak Index Mean  Area Area% CV% ChiSqu.
1 1.000 48.64 135 2248 1912 0413

2 2719 13226 132 2208 858 013

3 4569 22226 332 5544 849 0.13

80

60

counts

40

20 4

400 600 800 1000
FL2 §32-30
____

Sekil 5.133 Sekil 5.132’de sunulan orjinal histogramin Flow Sitometri sisteminin sahip
oldugu Paket Programi (Flomax) ile analiz edilmesinden sonra doniistiiriilmiis goriintiisii
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5.2.43. H. pumilus’un Cekirdek DNA Miktari

Sekil 5.135’te sunulmus olan tabloda 6rnegin florasan yogunlugu 332,46 iken
standartin (fig) florasan yogunlugu 110,94 olarak gortilmektedir. Standartin (fig) bilinen
2C DNA igerigi 3,65 pg olarak alinmistir. Buna gore 6rnegin mutlak ¢ekirdek 2C DNA
igerigi; (332,46/110,94) x 3,65 = 10,93 pg olarak hesaplanmustir.

Fig (standart) G1 pik

Coaunts

g

— H pumilus G1 pik
_ &l
I+:H....... .!_-I. . -.--_. . } -

FLI 853338

Sekil 5.134 P1 650048 Helianthus pumilus ve standart olan Fig (Vicia sativa) bitkisine ait
G1 piklerinin birbirlerine gore pozisyonlari

100

Peak Index Mean  Area Area% CV% ChisSqu.
1 1.000 47.10 474 2158 1785 046
2 2356 11094 979 4459 705 046
3 7059 33246 743 3383 591 0.46

80 4

60 4

counts

800 1000
FL2 532-30

Sekil 5.135 Sekil 5.134’te sunulan orjinal histogramin Flow Sitometri sisteminin sahip
oldugu Paket Programi (Flomax) ile analiz edilmesinden sonra donistiiriilmiis goriintiisii
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5.2.44. H. radula’nin Cekirdek DNA Miktar:

Sekil 5.137’de sunulmus olan tabloda 6rnegin florasan yogunlugu 367,34 iken
standartin (fig) florasan yogunlugu 121,60 olarak gortilmektedir. Standartin (fig) bilinen
2C DNA igerigi 3,65 pg olarak alinmistir. Buna gore 6rnegin mutlak ¢ekirdek 2C DNA
igerigi; (367,34/121,60) x 3,65 =11,02 pg olarak hesaplanmustir.

COURS

- Fig (standart) G1 pik

' ‘ — H. radula Gl pik
e Bl

Sekil 5.136 Pl 673184 Helianthus radula ve standart olan Fig (Vicia sativa) bitkisine ait
G1 piklerinin birbirlerine gore pozisyonlari

100 Peak Index Mean  Area Area% CV% ChiSqu.
1 1.000 4245 60 1567 1603 012
2 2864 121860 194 5082 589 012
3 8653 36734 128 3351 3.26 012
80 A
60
a
=
3
o
a
40 4
20 4
200 400 600 800 1000
FL2 532-30
I

Sekil 5.137 Sekil 5.136’da sunulan orjinal histogramin Flow Sitometri sisteminin sahip
oldugu Paket Programi (Flomax) ile analiz edilmesinden sonra donistiiriilmiis goriintiisii
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5.2.45. H. resinosus’un Cekirdek DNA Miktari

Sekil 5.139°da sunulmus olan tabloda 6rnegin florasan yogunlugu 689,92 iken
standartin (fig) florasan yogunlugu 95,01 olarak gortlmektedir. Standartin (fig) bilinen
2C DNA igerigi 3,65 pg olarak alinmistir. Buna gore 6rnegin mutlak ¢ekirdek 2C DNA
igerigi; (689,92/95,01) x 3,65 = 26,50 pg olarak hesaplanmuistir.

Counts
b

Fig (standart) G1 pik H resinosus Gl pik

S y,

j L.‘. _, . ke sy ut ' " .J.L..:Ililml-hﬂh-: FIP—

FLY 83330
__

Sekil 5.138 P1 664672 Helianthus resinosus ve standart olan Fig (Vicia sativa) bitkisine
ait G1 piklerinin birbirlerine gore pozisyonlari

100

Peak  Index Mean  Area Area% CV%  ChiSqu
1 1.000  95.01 210 3295 813 0.26
2 7.261 689.92 428 6705 686 026

80
60 4
40
20

200 400 600 800 1000
FL2 532-30

Sekil 5.139 Sekil 5.138’de sunulan orjinal histogramin Flow Sitometri sisteminin sahip
oldugu Paket Programi (Flomax) ile analiz edilmesinden sonra doniistiiriilmiis goriintiisii
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5.2.46. H. salicifolius’un Cekirdek DNA Miktari

Sekil 5.141°de sunulmus olan tabloda 6rnegin florasan yogunlugu 256,27 iken
standartin (fig) florasan yogunlugu 112,89 olarak gortilmektedir. Standartin (fig) bilinen
2C DNA igerigi 3,65 pg olarak alinmistir. Buna gore 6rnegin mutlak ¢ekirdek 2C DNA
igerigi; (256,27/112,89) x 3,65 = 8,28 pg olarak hesaplanmuistir.

Counts
b

Fig (standart) G1 pik

20 4

H salicifolius Gl pik
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Sekil 5.140 P1 664759 Helianthus salicifolius ve standart olan Fig (Vicia sativa) bitkisine
ait G1 piklerinin birbirlerine gore pozisyonlari

100 Peak  Index Mean  Area Area% CV%  ChiSqu
1 1.000 112.89 177 3537 427 0.19
2 2270 25627 323 6463 509 019
80
60 4
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Sekil 5.141 Sekil 5.140’ta sunulan orjinal histogramin Flow Sitometri sisteminin sahip
oldugu Paket Programi (Flomax) ile analiz edilmesinden sonra doniistiiriilmiis goriintiisii
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5.2.47. H. silphioides’in Cekirdek DNA Miktar:

Sekil 5.143’te sunulmus olan tabloda 6rnegin florasan yogunlugu 343,21 iken
standartin (fig) florasan yogunlugu 116,13 olarak gortilmektedir. Standartin (fig) bilinen
2C DNA igerigi 3,65 pg olarak alinmistir. Buna gore 6rnegin mutlak ¢ekirdek 2C DNA
igerigi; (343,21/116,13) x 3,65 = 10,79 pg olarak hesaplanmustir.

COURS

Fig (standart) G1 pik

' / — . silphicides G1 pik
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200 00 B w00 - B :.:-..:,
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Sekil 5.142 P1 664788 Helianthus silphioides ve standart olan Fig (Vicia sativa) bitkisine
ait G1 piklerinin birbirlerine gore pozisyonlari

100 Peak Index Mean  Area Area% CV% ChiSqu.
1 1000 11613 87 2645 594 017
2 2955 34321 242 7355 654 017
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Sekil 5.143 Sekil 5.142°de sunulan orjinal histogramin Flow Sitometri sisteminin sahip
oldugu Paket Programi (Flomax) ile analiz edilmesinden sonra doniistiiriilmiis goriintiisii
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5.2.48. H. simulans’in Cekirdek DNA Miktari

Sekil 5.145’te sunulmus olan tabloda 6rnegin florasan yogunlugu 358,70 iken
standartin (fig) florasan yogunlugu 105,86 olarak gortilmektedir. Standartin (fig) bilinen
2C DNA igerigi 3,65 pg olarak alinmistir. Buna gore 6rnegin mutlak ¢ekirdek 2C DNA
igerigi; (358,70/105,86) x 3,65 = 12,36 pg olarak hesaplanmustir.
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w0 Fig (standart) G1 pik

204

H simulans G1 pik
bass li‘..lh L JELI.

FLT 431.32

Sekil 5.144 Pl 664724 Helianthus simulans ve standart olan Fig (Vicia sativa) bitkisine
ait G1 piklerinin birbirlerine gore pozisyonlari

100

Peak Index Mean  Area Area% CV% ChiSqu.
1 1.000 5345 266 3113 2476 022
2 1.981 105.86 440 5155 537 022
3 6.711 358.70 148 1732 512 022
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Sekil 5.145 Sekil 5.144°te sunulan orjinal histogramin Flow Sitometri sisteminin sahip
oldugu Paket Programi (Flomax) ile analiz edilmesinden sonra doniistiiriilmiis goriintiisii
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5.2.49. H. smithii’nin Cekirdek DNA Miktari

Sekil 5.147°de sunulmus olan tabloda 6rnegin florasan yogunlugu 663,42 iken
standartin (fig) florasan yogunlugu 102,52 olarak gortilmektedir. Standartin (fig) bilinen
2C DNA igerigi 3,65 pg olarak alinmistir. Buna gore 6rnegin mutlak ¢ekirdek 2C DNA
igerigi; (663,42/102,52) x 3,65 = 23,61 pg olarak hesaplanmustir.

Fig (standart) G1 pik
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Sekil 5.146 P1 468889 Helianthus simithii ve standart olan Fig (Vicia sativa) bitkisine ait
G1 piklerinin birbirlerine gore pozisyonlari

100

Peak Index Mean  Area Area% CV% ChiSqu.
1 1000 519 332 2689 2256 034
2 1973 10252 705 5708 695 0.34
3 12768 66342 198 1603 647 034
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Sekil 5.147 Sekil 5.146’da sunulan orjinal histogramin Flow Sitometri sisteminin sahip
oldugu Paket Programi (Flomax) ile analiz edilmesinden sonra doniistiiriilmiis goriintiisii
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5.2.50. H. strumosus’un Cekirdek DNA Miktari

Ormnekte pikler ¢ok az ya da kirli oldugu igin oransal pozisyonlari program
tarafindan otomatik hesaplanmaktadir. Ornegin florasan yogunlugu 426,82 iken
standartin (fig) florasan yogunlugu 103,04 olarak gortilmektedir. Standartin (fig) bilinen
2C DNA igerigi 3,65 pg olarak alinmistir. Buna gore 6rnegin mutlak ¢ekirdek 2C DNA
igerigi; (426,82/103,04) x 3,65 =15,12 pg olarak hesaplanmustir.

F 060 -

g
T
Fig (standart) G1 pik

)

l / H strumosus G1 pik
1
A Ll Lo, .&.J. e P
i 200 400 ] 200 L

Sekil 5.148 Pl 435888 Helianthus strumosus ve standart olan Fig (Vicia sativa) bitkisine
ait G1 piklerinin birbirlerine gore pozisyonlari
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5.2.51. H. tuberosus’un Cekirdek DNA Miktar:

Ormnekte pikler ¢ok az ya da kirli oldugu igin oransal pozisyonlari program
tarafindan otomatik hesaplanmaktadir. Ornegin florasan yogunlugu 747,42 iken
standartin (fig) florasan yogunlugu 100,63 olarak gortilmektedir. Standartin (fig) bilinen
2C DNA agirhigi 3,65 pg olarak alinmistir. Buna gore 6rnegin mutlak ¢ekirdek 2C DNA
igerigi; (747,42/100,63) x 3,65 = 27,11 pg olarak hesaplanmustir.

00 =

E

- Fig (standart) G1 pik

~ /

FL2 233-3%

H. tuberosus Gl pik

Sekil 5.149 Pl 357299 Helianthus tuberosus ve standart olan Fig (Vicia sativa) bitkisine
ait G1 piklerinin birbirlerine gore pozisyonlari
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5.2.52. H. winteri’nin Cekirdek DNA Miktari

Sekil 5.151°de sunulmus olan tabloda 6rnegin florasan yogunlugu 220,97 iken
standartin (fig) florasan yogunlugu 110,43 olarak goriilmiistiir. Standartin (fig) bilinen 2C
DNA igerigi 3,65 pg olarak alinmistir. Buna gore 6rnegin mutlak c¢ekirdek 2C DNA
igerigi; (220,97/110,43) x 3,65 = 7,30 pg olarak hesaplanmuistir.

COURS
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oL Ml e i ]
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Sekil 5.150 Pl 673290 Helianthus winteri ve standart olan Fig (Vicia sativa) bitkisine ait
G1 piklerinin birbirlerine gore pozisyonlari

100 Peak Index Mean  Area Area% CV% ChiSqu.
1 1.000 5137 138 2288 2398 011
2 2150 11043 124 2053 457 on
3 4302 22097 341 5658 422 on
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Sekil 5.151 Sekil 5.150’de sunulan orjinal histogramin Flow Sitometri sisteminin sahip
oldugu Paket Programi (Flomax) ile analiz edilmesinden sonra doniistiiriilmiis goriintiisii
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Akig sitometrisi analizi yapilan 52 yabani aygicegi tiirlerinin analiz sonuglari

cizelge olarak (Cizelge 5.1.) asagida sunulmustur. Calismada kullanilan yabani ay¢icegi
tdrlerinin 2C cekirdek DNA icerikleri 5.72 pg (H. porteri) ile 27.11 pg (H. tuberosus)

arasinda degisim gostermistir.

Cizelge 5.1 Yabani aygicegi tiirlerinin gekirdek DNA igerikleri

TUR ADI NO O.RNEK STANDART | STANDART | DNA
PIK PIK DNA (2C/pg)
H. porteri 181 | 235,27 150,02 3,65 5,72
H. praecox 184 | 196,62 118,02 3,65 6,08
H. praecox s. runyonii 187 | 222,26 132,26 3,65 6,13
H. praecox s. praecox 186 | 213,77 126,66 3,65 6,16
H. petiolaris s. petiolaris | 168 | 190,99 105,61 3,65 6,6
H. debilis s. 44 252,08 139,44 3,65 6,61
cucumerifolius
H. gracilentus 82 200,44 105,11 3,65 6,91
H. exilis 68 295,55 150,51 3,65 7,16
H. debilis s. silvestris 49 246,75 123,63 3,65 7,28
H. winteri 237 | 220,97 110,43 3,65 7,3
H. californicus 33 334,3 170,93 3,65 7,35
H. praecox s. hirtus 185 | 199,78 98,37 3,65 7,41
H. annuus 9 219,06 107,32 3,65 7,45
H. petiolaris 164 | 252,36 122,84 3,65 7,49
H. laciniatus 105 |290,3 138,81 3,65 7,63
H. grossesseratus 84 288,99 135,33 3,65 7,79
H. nuttallii s. nuttallii 137 | 277,66 123,53 3,65 8,2
H. nuttalli 134 | 232,36 103,19 3,65 8,22
H. divaricatus 58 319,27 140,9 3,65 8,27
H. salicifolius 203 | 256,27 112,89 3,65 8,28
H. maximilliani 114 | 278,05 121,02 3,65 8,32
H. nuttalii s. rydbergi 144 | 255,92 112,12 3,65 8,33
H. occidentalis s. 148 | 287,14 125,47 3,65 8,35
plantagineus
H. occidentalis 146 | 267,23 115,67 3,65 8,43
H. pauciflorus s. 160 | 269,6 116,23 3,65 8,47
subrhomboideus
H. bolanderi 27 344,22 148,05 3,65 8,49
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H. cusickii 40 243,1 103,89 3,65 8,54
H. giganteus 74 207,29 85,67 3,65 8,83
H. occidentalis s. 147 | 304,41 123,39 3,65 9
occidentalis

H. mollis 120 | 296,33 116,92 3,65 9,25
H. glaucophyllus 81 289,01 113,14 3,65 9,32
H. argophyllus 14 451,82 170,66 3,65 9,66
H. paradoxus 151 | 358,69 131,18 3,65 9,98
H. longifolius 112 | 277 101,24 3,65 9,99
H. silphioides 208 | 343,21 116,13 3,65 10,79
H. pumilus 189 | 332,46 110,94 3,65 10,93
H. radula 196 | 367,34 121,6 3,65 11,02
H. simulans 212 | 358,7 105,86 3,65 12,36
H. floridanus 71 346,69 95,58 3,65 13,23
H. strumosus 219 | 426,82 103,04 3,65 15,12
H. ciliaris 39 535,6 119,81 3,65 16,31
H. hirsutus 97 503,06 102,74 3,65 17,87
H. laetiflorus 240 | 677,69 117,86 3,65 20,99
H. agrestis 2 673,88 116,48 3,65 21,11
H. pauciflorus s. 157 | 667,78 113,96 3,65 21,39
pauciflorus

H. atrorubens 23 760,41 128,63 3,65 21,58
H. eggertii 65 679,69 109,17 3,65 22,72
H. decapetalus 54 504,27 79,38 3,65 23,18
H. smithii 214 | 663,42 102,52 3,65 23,61
H. laevigatus 107 | 644,06 95,9 3,65 24,51
H. resinosus 198 | 689,92 95,01 3,65 26,5
H. tuberosus 224 | 747,42 100,63 3,65 27,11
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Sekil 5.152’de verilen sonuglar ayrica asagidaki grafikte de gosterilmis ve 52
yabani ayg¢igegi tliriiniin gekirdek DNA igeriklerine bakilmistir. Daha 6nce yapilan bir
calismada yabani ayg¢igegi tiirlerinin niikleer DNA igerikleri en diisiik yaklasik olarak 6
bulundugundan (Sahin, 2019), bu calismadaki grafik ¢ekirdek DNA igerigi 6 ve katlari
olacak sekilde bolumlere ayrilmistir. Sekil 5.152°de de gorulebilecegi gibi her bir bolgede
bulunan turler farkli bir renkle gosterilmistir. Sonuglara gore gekirdek DNA igerigi 6’dan
kicik (kirmiz1 renk) olan sadece bir tiir ve 6 ile 11.99 arasinda (mavi renk) olan 36 tlr
bulunmustur. Ayrica 5 tlrin ¢ekirdek DNA igerigi 12-17.99 arasinda (yesil renk), 7 tlrin
cekirdek DNA igerigi 18-23.99 arasinda (turuncu renk) ve 3 tlrln ¢ekirdek DNA igerigi

24-30 arasinda (mor renk) oldugu bulunmustur.
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Sekil 5.152 Yabani ay¢igegi tiirlerinin niikleer DNA igerigi
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6. BOLUM

SONUCLAR VE TARTISMA

Ulkemizde yagl tohum iiretimi ihtiyac1 karsilamadig: igin, yilksek oranda déviz
Odeyerek ithalatla karsilanmaktadir. Bununla birlikte en o6nemli yag bitkisi olan
ayciceginde verim ve kaliteyi etkileyen en 6nemli etkenlerden biri de orobans parazitidir.
Ulkemizin hemen hemen tiim ekim alanlarinda giderek yayginlasmakta olan orobans
paraziti, belirli donemlerde yeni irklar meydana getirerek genetik dayanikliligi kirmakta
olup, bu yiizden gelistirilen aygicegi hibritlerinin orobansa direncli olmasi blylik 6nem
tagimaktadir. Yabani aygicegi tlirleri orobansin yeni irklarma direngli c¢esitli gen
kaynagma sahiptir. Bu nedenle dayaniklilik genlerinin Kiltlr edilen aygicegine

aktarilmas1 devamli bir direng i¢in mutlak gereklidir.

Islah ¢alismalarinda molekiiler metotlarin kullanilmasi, hem etkin ve dogru bir
seleksiyon, hem de calismalara olduk¢a fazla bir hiz kazandirarak islah siiresini
kisaltmaktadir. Bizde ¢alismamizda farkli Or genleri olan veya olmayan kendi icinde
melezlenmis aygigekleri, LG3 bolgesinde bulunan bir dizi markir ile taranmistir. Amag,
olas1 markir-gen iligkisini kurmak ve MAS kullanilabilecek markirlar1 belirleyip bu

parazite molekiiler diizeyde direnci anlamaktir.

Gilinlimiize kadar molekiiler calismalar daha ¢ok direng geni Or5 igin yapilmistir
(Hahn ve Wieckhorst, 2010; Kaya vd., 2012). Dayanikli ¢esit 1slahinda MAS amagh
kullanilacak markirlarin tespiti amaciyla bircok c¢alisma yapilmis olmakla birlikte
seleksiyon etkinligi olan ve MAS amach kullanilabilir nitelikte markir sayisi oldukca

sinirhdir.
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Radwan vd., (2009) makalesinde yaptig1 c¢alismada, orobansa dayanikli
genotiplerin seleksiyonunda kullanilmasi planlanan markirlarin A’dan E’e kadar tiim

irklarda dayanim saglayan Or5 ile baglantili markirlar oldugunu belirtmistir.

200 primer ¢iftinden direngli ve hassas bitkiler arasinda yalnizca 4 polimorfik
markir tespit etmistir. Yeni tanimlanmis NBS-LRR lokuslart i¢in SSCP markirlari,
LG3’1in {ist segmentiyle eslesmistir ve daha 6nce Tang vd., (2003) makalesi tarafindan
haritalanmis bir telomerik orobans direng lokusuna baglanmistir. Or5, LG3’{in {ist ucunda
bulunan birkag allelden veya sikica bagli orobans direng lokuslarindan (Or1-Or5) biridir.
NBS-LRR lokus adaylarimin higbiri, (RGA172, RGA181, RGA192, RGA206) tamamen
Or5 ile ayrilmamistir. Son olarak, Or’lere bagli dort NBS-LRR lokusunun Ggl H.
tuberosus’tan (RGA172, RGA181, RGAI192), dordiinciisii ise yaygin yabani H.
annuus’tan tanimlanmigtir (RGA206). H. tuberosus, orobans R genlerinin zengin kaynagi
olmustur ve ayciceginde tanimlanan ilk orobans R geni olan Or’nin kaynagidir
(Vranceanu vd., 1980; Parker ve Riches, 1993). Or5 lokusuna en yakin markir (2,6 cM)
RGAI181°dir. RGA172 ise Or5 lokusundan 7.5 ¢cM’de bulunur. Ote yandan, RGA206 ve
RGA192, Or5 lokusunun 33 ¢cM proksimalinde eslesmistir.

Bu calismadaki RGA’larin aminoasitlerin dizi analizi, R genlerinin TIR-NBS-
LRR alt ailesinin iiyeleri oldugunu ortaya koymaktadir. RGA206, TIR alaninin tamamini
ve NBS alanimin bir kismini igerirken, RGA172, TIR alaninin bir kismini ve NBS alaninin
bir kismini igerir. RGA181, LRR alaninin bir kismini1 i¢erirken RGA192, TIR-NBS-LRR
alt ailesini karakterize eden Kin-2 motifindeki son aminoasit olarak RNBS-A TIR motifi
ve NBS alaninin bir kismini igerir (Meyers vd., 2003). RGA172 ve RGA206 arasindaki
aminoasit 6zdesligi %32, Nematod R genine benzerligi ise RGA206’da %42, RGA172’de

ise %34 tur.

Sonug olarak Radwan vd., (2009) makalesinde, baglanti grubu 3 tizerindeki bir
kiimede bulunan NBS-LRR genleri, ayciceginde orobansin taninmasinda ve konak
savunma yanitlariin tetiklenmesinde merkezi rol oynadigin1 ve baglanti1 grubu 3 (Orl-
Or6) Uzerindeki bilinen diren¢ genleri, bitkilerde bulunan NBS-LRR genlerinin ayirt
edici Ozelligine sahip oldugunu belirtmistir. Ayrica, baglant1 grubu 3 izerindeki kiimede
NBS-LRR lokuslarinin, orobans tarafindan enfeksiyona karsi asir1 duyarli irka 6zgii

direng kazandiran R proteinlerini kodladigini bildirmistir.
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Imerovski vd., (2013) calismasinda, Iuoras vd., (2004)te, LG3’ten gelen
markirlarin orobansg direnci ile baglantili oldugu vurgulamigtir. Tang vd., (2003)
makalesinde ise, Or5 geni, LG3’te haritalanirken, imerovski vd., (2013) ¢alismasinda ise,
ayn1 baglant1 grubunun yeni bir direng geni de tasidigini belirtmistir. LG3 diren¢ genleri
bolgesi agisindan zengin bir bolge olarak isaretlendiginden amag, bu baglant1 grubundan
SSR markirlarim1 test etmek ve farkli Or genlerinin tanimlanmasinda kullanilip

kullanilmayacagina bakmaktir.

luoras vd., (2004), arastirmasinda ORS1114 markirm1i MAS igin faydali
bulmustur. imerovski vd., 2013 ¢alismasinda ise Or5 ile ORS 1114 markir1 korelasyon
gostermemistir. Belli bir markirin ebeveyn ile tanimlandigini diisiiniirsek (Hassan vd.,
2011), test edilen hatlardaki E 1rki direnci hatlari, luoras vd. (2004) calismasinda

kullanilanlardan farkli oldugu diistiniilmektedir.

Spesifik fragmanlarin belirli bir Or geni ile anlamli bir iliskisi olup olmadigini
kontrol etmek i¢in durum katsayis1 testi yapilmaktadir. Her allel, bp’deki artan uzunluga
gore alfabetik olarak igaretlenir. Her bir SSR markirin polimorfizm bilgi igerigi (PIC)
hesaplanir. SSR markirlar1 ve Or genleri arasindaki iliskiye olas1 durum katsayis1 olarak
Olglilmiistiir. Imerovski vd., (2013), yaptig1 ¢calismada Or genlerinin tek baskin genler
oldugunu, LG3’ten belirledigi i¢ markirin durum katsayilar1 sonucuna gore direng genleri

arasinda iliski oldugunu belirtmistir.

Imerovski vd., (2013), Or6 geninin ORS1036-240 bp., ORS1114-265 bp. allelleri
arasinda iliski bulmusg, Or4 geninde ORS665-281 bp., ORS1114-264 bp. iliskilendirmis
ve Or2 geni iginse ORS1114-260 bp. allelleri arasinda yiiksek oranda iliski tespit etmistir.
LG3’te bulunan markirlar ile bu ii¢ markirin arasindaki iliski, Tang vd., (2003)’nin
onerdigi gibi diren¢ genlerinin ayni baglanti grubu iizerinde yakindan iligkili oldugu

anlamina gelmektedir.

luoras vd., (2004) yaptigi ¢aligmada, orobans saldirisina direngli veya oldukca
toleransli olan aygigegi melezleri, tiim melez kombinasyonlarinda direngli kaynaklar
olarak kullanilmis olan LC 1093 kendi i¢inde melezlenmis hattaki Or5 lokusunda direncli
alleller icerir. Caprazlama genotiplerine uygulanan SSR markirlari, yiiksek orobans
istilasinin oldugu alanda gergeklestirilen fenotipik karakterizasyona gore beklenmedik bir

sekilde ayrilmigtir. ORS1222 markiri, direngli olarak karakterize edilen genotiplerin
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%65’inde 100 bp.’lik bandi tanimlanmistir ve Or5 lokusunun 29,5 cM. proksimalinde
eslesmistir. ORS 1114 markir, direngli olarak karakterize edilen genotiplerin %56’sinda
280 bp.’lik band1 tanimlamistir ve Or5 lokusunun 74,3 c¢cM proksimalinde eslesmistir.
ORS 1036 markiri, direncli olarak kabul edilen genotiplerin %81 ’inde 245-246 bp. band1

tanimlamistir ve Or5 lokusunun 7,5 ¢cM proksimalinde eslendigini belirtmistir.

Tang vd., (2003), Or5’i LG3’lin telomerik bolgesine yerlestirmis ve en yakin SSR
markirin 7,5 ¢cM akis asagisinda olan ORS1036 markir1 belirlemistir. Or5 yakinindaki
DNA markirlarinin azlii, DNA polimorfizmlerinin azligindan kaynaklanabildigini,
bununla birlikte Or5 ve diger orobans direng genleri yabani aygigeklerinden
introgresyona ugradigindan, siiriiklenen DNA segmentlerinde DNA polimorfizmlerinin
kitligin1 olas1 gérmemektedir. Tam tersine, yabani ayciceklerinden elde edilen orobang
direng genlerini gevreleyen DNA dizileri, kilture edilmis aygiceginin elit soylarinda
yaygin olarak bulunan DNA dizileri ile karsilastirildiginda olaganiistii polimorfik olmasi

gerektigini belirtmistir.

Cvejic vd., (2020)’de yaptig1 derlemede, siirekli yeni gelisen orobang irkina
direncli aycicegi c¢esitlerinin gelistirilmesine geleneksel ve molekiiler vurgu yaparak,
orobansa kars1 gelistirilmis direng icin aycicegi ¢esitlerinin genetigi, genomu ve 1slahina
odaklanilmas1 gerektigini ileri siirmiistiir. Ayrica yeni irklarin fizyolojik yapist ve
dagilimi, duyarh aycicegi cesitlerinin diren¢ kaynaklari, kalitatif ve kantitatif direng
genleriyle birlikte ay¢icegi direncini arttirma siirecinde uygulanan gen piramidi ve MAS

stratejisi ile ilgilenmistir.

Bu ¢alismada kullanilan dayaniklilik kaynagi Or5 gen bdlgesi icin secilen
RGA172, RGA181, RGA192, RGA206 aday markirlarinin hi¢birinde dayanikli/hassas
genotipleri ayirt edecek DNA fragmenti gézlenememistir. RGA172 markir1 dayanikli,
hassas ebeveynlerde ve bulklarinda 443-444 bp.’lik bolgesinde ayn1 fragment ¢ogalmas,
RGAI181 markirt dayanikli ebeveynde 478 bp, hassas ebeveynde 450 bp ¢ogalmis ancak
F2 bulklarinda hepsinde 448 bp ve 449 bp bantlar1 ¢ogalmistir. RGA192 markir
dayanikli ebeveynde 357 bp ve hassas ebeveynde 355 bp gozlenmistir. F2 bulklarinda ise
356-357 bp bantlart g¢ogalmistir. Yapilan c¢alisma sonucu RGA206 markirt ile,
popiilasyona ait dayanikli ebeveyn ve hassas ebeveynlerin ikisinde de 138 bp ve 206 bp
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gozlenmistir. F2 bulklarinda ise istenilen bantlar olusmamis bu nedenle dayanikli/hassas

genotipleri ayirt edici DNA fragmenti gozlenmemistir.

ORS1036 markirinin Or gen bdlgesinin Imerovski vd., (2013) ¢alismasinda, 240
bp.’lik bdlgesinde, luoras vd., (2004)’te ise 245-246 bp.’lik bolgesinde selektif bir bant
trettigi  bilinmektedir. Yaptigimiz c¢alismada agaroz jel elektroforezi goriintisu
sonuclarindan yola ¢ikarak PCR firiinlerinin ¢alistig1r ve bant olusumu gozlemlendigi
sOylenebilir. ORS1036 markir1 ile, popiilasyona ait dayanikli ebeveyn, hassas
ebeveynlerde 121 bp ve 267 bp bantlar1 ¢ogaltilmis olup, F2 bulklarinda ise 107 bp ve
248 bp bantlar1 ¢cogalmis oldugundan dayanikli/hassas genotiplerde herhangi bir ayirt

edici DNA fragmenti gbzlenmemistir.

ORS1114 markirmin Or gen bdlgesinin imerovski vd., (2013) ¢alismasinda, 264-
265 bp.’lik bolgesinde, Iuoras vd., (2004)’te ise 280 bp.’lik bolgesinde selektif bir bant
rettigi  bilinmektedir. Yaptigimiz c¢alismada agaroz jel ve kapiller elektroforezi
gorilintlisii sonuglarindan yola ¢ikarak PCR {irlinlerinin ¢alistigt ve bant olusumu
gozlemlendigi soylenebilir. ORS1114 markiri ile yapilan ¢alisma sonucu, popilasyona
ait dayanikli ebeveynde 257 bp, hassas ebeveynde 244 bp ve 266 bp gozlenmistir fakat
F2 bulklarinda ebeveynlerle esdeger pikler gdzlenmemistir, bu nedenle dayanikli/hassas

genotiplerde herhangi bir ayirt edici DNA fragmenti gézlenmemistir.

ORS665 markirmim Or gen bolgesinin Imerovski vd., (2013) calismasinda, 281
bp.’lik bolgesinde selektif bir bant iirettigi bilinmektedir. Yaptigimiz ¢aligmada agaroz
jel elektroforezi goriintiisii sonuglarindan yola ¢ikarak PCR iiriinlerinin ¢alistig1 ve bant
olusumu gozlemlendigi soylenebilir. ORS665 markir ile, populasyona ait dayanikli
ebeveynde ve hassas ebeveynde herhangi bir bant olusmamustir. Benzer sekilde, F2
bulklarinda da belli pikler olugsmadigindan dayanikli/hassas genotiplerde herhangi bir

ayirt edici DNA fragmenti gdzlenmemistir.

ORS1021 markirinda literatiirde rapor edilmis olan ¢alismada (Imerovski ve ark,
2013) sunuldugu tizere fragment boyutu ve direng genleri arasinda dogru bir korelasyon
olmadig1 bilinmektedir. Agaroz jel elektroforezi goriintiisiinden yola ¢ikarak PCR
tirlinlerinin ¢alistig1 ve bant olusumu gézlemlendigi sdylenebilir. Yapilan ¢aligma sonucu

ORS1021 markir ile popiilasyona ait dayanikli ebeveynde 106 bp, hassas ebeveynde 107
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bp gozlenmistir. F2 bulklarinda da aymi pikler gozlendiginden ORS1021 markirinin

orobansa direng bolgelerini ayirt edici nitelikte olmadig: diistiniilmektedir.

Ayrica calismamizda, RGAP analizleri kapsaminda literatiirde sunulan markirlarin
yani sira 40 adet RGA primeri farkli kombinasyonlarda ileri-geri primeri olarak
kullanilmis ve 1’er adet dayanikli ve hassas ebeveynler ve 2’ser adet dayanikli ve hassas
bulklar taranarak melezleme popiilasyonu agisindan RGA markirlar1 ve orobans R gen
bolgeleri tespit edilmeye ¢alisilmistir. 52 farkli kombinasyonda eslestirilen primer ciftleri
ile yapilan analizlerin higbirinde dayanikli/hassas genotipleri ayirt edici DNA fragmenti

gozlenmemistir.

Yabani ayciceklerinden 6nce bu melezlenmis ve kendilenmis aycicegi hatlarinda
markir denemesi yapilmis fakat denenen markirlarda orobans dayanimini ayirt eden bolge
tespit edilemedigi i¢in yabani ay¢icegi tiirlerinde, orobansa dayanikli ve hassas olanlarin
molekiiler markir ile seleksiyonu kapsaminda bir uygulama yapilamamistir. Molekiiler
markir ¢alismasinda basar1 saglanamamasi, fenotipik analizlerde orobansin popiilasyon
olarak kullanilmasi ve bu farkli irklarin karigimindan olugan popiilasyonda hangi irklarin

bulundugunun bilinmemesine baglanmaistir.

Calismamizda akig sitometrisi ile 52 yabani aygigegi tiiriniin ¢ekirdek DNA
analizleri ve ploidi diizeyleri basari ile tamamlanmistir. Kullanilan yabani aygigegi
tirlerinin 2C cekirdek DNA icerikleri 5.72 pg (H.porteri) ile 27.11 pg (H.tuberosus)
arasinda degisim gostermistir. Bu ¢aligmada daha onceki calismalarda olmayan birgok
yeni tirtn (25 tur) cekirdek DNA icerikleri ilk kez belirlenmistir (H. glaucophyllus, H.
gracilentus, H. laciniatus, H. laetiflorus, H. longifolius, H. nuttalii s. nuttalii, H. nuttalii
s. rydbergi, H. occidentalis s. occidentalis, H. occidentalis s. plantagenius, H. pauciflorus
s. pauciflorus, H. pauciflorus s. subrhomboideus, H. pumilus, H. silphioides, H. simulans,
H. smithii, H. floridanus, H. californicus, H. ciliaris, H. cusickii, H. atrorubens, H.
eggerti, H. strumosus, H. praecox s. hirtus (Tek yillik), H. deblis s. silvestris (Tek yillik),
H. praecox s. runyoni (Tek yillik)). Ayrica, yapilan literatiir caligmalari ve kromozom
sayilar dikkate alindiginda 52 yabani tiiriin yaklasik %78inin (41 tiir) (15 Tek yillik, 26
cok yillik) diploid (2n) olduklar1 ortaya konulmustur. Calisilan diger %12’lik tiirlerin ise
ploidi diizeyleri farklilik gdstermistir. 3 tiiriin tetraploid (4n), 8 tiiriin hekzaploid (8n)
oldugu belirlenmistir.
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Calismamiz da kullanilan tiirlerden elde edilen sonuglar, daha 6nce galisilmig olan
cekirdek DNA igerik sonuglari ile benzerdir (Sims ve Price, 1985; Michaelson, vd., 1991;
Kantar vd., 2014; Kallamadi ve Mulpuri, 2016, Sahin, 2019).

Sims ve Price, (1985), 19 diploid Helianthus tirini mikrospektrofotometri
yontemiyle belirlemislerdir. H. neglectus’un en diisiik (6.40 pg), H. agrestis’in en yiiksek

(25.91 pg) DNA igerigine sahip oldugu belirtilmistir.

Michaelson vd., (1991), H. annuus’un hem kiltir hem de yabani formununun
cekirdek DNA igeriklerini belirlemis ve ortalama 6.01-7.95 pg arasinda degistigi
bildirilmistir.

Kantar vd., (2014), aygicegindeki genomik ¢esitlilik T{izerine c¢alismis,
kullandiklar1 22 aygigegi aksesyonlarmmin ortalama c¢ekirdek DNA igerigini akis

sitometrisi yontemi ile belirleyip, kullandiklart tiirlerin diploid olduklarini belirtmislerdir.

Ayn1 zamanda, Kallamadi ve Mulpuri, (2016), diploidler, tetraploidler ve
hekzaploidler dahil olmak (zere 19 Helianthus tiiriiniin aksesyonlarinin niikleer DNA
icerigini arastirmis ve 2C niikleer DNA igeriginin Helianthus trlerinde 6.8 pg ila 22.4
pg arasinda degistigine karar vermistir. Ayrica, pigmentasyon dahil vejetatif dzellikler
icin yabani aygicegi tlirlerinde genis bir degisiklik gozlemlemislerdir. Calismalarinda,
yabani Helianthus turlerinin ploidi seviyesini belirlemek igin akis sitometrisi kullanmiglar
ve melez turlerin ploidi seviyelerini dogrulamak i¢in ¢ok yararli bir yontem oldugunu

vurgulayarak, ayni zamanda, bu yontemin ay¢icegindeki 1slah programlarina tiirler arasi

melezlerin entegre edilmesine yardimci olacagini belirtmislerdir.

Sahin M., (2019), calismasinda 70 aygicegi aksesyonuna ait bitkilerin DNA
icerikleri incelenmistir. Calismada kullanilan tirlerden tezimizde kullanilar tiirleri
incelendigimizde; H. petiolaris tiirine ait 19 aksesyon incelenmistir. Tire ait
aksesyonlarin ortalama 2C ¢ekirdek DNA igerikleri 6,36 ile 7,18 pg arasinda degisim
gostermektedir. H. praecox tiiriine ait 4 aksesyon incelenmistir. Tiire ait aksesyonlarin
ortalama 2C ¢ekirdek DNA icerikleri birbirine oldukga benzer olup 6,73 ile 7 pg arasinda
degisiklik gostermektedir. H. argophyllus tiiriine ait 5 aksesyon incelenmistir. Tiire ait
aksesyonlarin ortalama 2C g¢ekirdek DNA igerikleri 7,73 ile 8,175 pg arasinda degisim

gostermektedir. H. porteri tiiriine ait 3 aksesyon incelenmistir. Tiire ait aksesyonlarin
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ortalama 2C ¢ekirdek DNA igerikleri 7,8 ile 8,5 pg arasinda degisim gostermektedir. H.
exilis tiirline ait 3 aksesyon incelenmistir. Tlire ait aksesyonlarin ortalama 2C ¢ekirdek
DNA icerikleri birbirine oldukca benzer olup sadece 9,86 ile 9,92 pg arasinda degisim
gostermektedir H. agrestis tiiriine ait 2 aksesyon incelenmistir. Tiire ait aksesyonlar
incelenen aksesyonlar arasinda en yliksek ¢ekirdek DNA igerigine sahip iken,

aksesyonlarin ortalama 2C ¢ekirdek DNA igerikleri 23,43 ve 23,83 pg’dir.

Calismada, dunyada ilk defa bu kadar sayida yabani aygicegi tiiriiniin DNA
icerikleri ve ploidi diizeyleri belirlenmistir. Bu tiirlerin ¢aligmada belirlenen ¢ekirdek
DNA igerikleri ile literatiirde yer alan degerleri birbirlerine yakin olmakla birlikte
aralarinda belirgin farkliliklar bulunmaktadir. Bu farkliliklarin nedenleri arasinda
kullanilan aksesyonun, yontemin ve florasan boyanin farkli olmasi sayilabilir. Nitekim
Helianthus cinsi igerisinde yer alan tirlerde cekirdek DNA igeriklerinin bitkiden bitkiye
gore degistigi, hatta bazi caligmalarda ayni1 bitkinin farkli yapraklarinda dahi farkliliklar
goriildiigi belirlenmistir (Baack vd., 2005; Kantar vd., 2014). Calismamizda ortak olarak
cekirdek DNA igerigi analizi yapilan tiirlerin sonuglari yakin ama farkli sonuglar
vermistir. Akis sitometrisi ile analiz edilmis c¢ekirdek DNA igerigi sonucu; cinsin
icerisinde yer alan tiirlerin taksonomik teshisi, siniflandirilmasi, ploidi analizi, genom

yapist, iligki ve evrimlerinin incelenmesi, 1slah programlar1 ve tiirler aras1 melezlerde

hibritlerin teshisinde yararli olacag: saptanmaigstir.

Sonug olarak, bu ¢alismada tilkemizde tarim1 yapilan ay¢i¢eginin genotiplerindeki
orobansg direncine kars1 dayaniklilik genleri ile baglantili markir potansiyeli yiiksek RGA
primer ciftlerinin tespit edilmesi amaglanmistir. Orobans direncine karst dayanikli
aycicegi genotiplerinin seleksiyonu i¢in kullanilabilecek RGA markirlar1 belirlenmeye
calisilmistir. Yapilacak molekiiler taramalarla bu gen kaynaklarinda orobansa dayanikli
gen icerip icermedikleri belirlenmistir. Yabani tiirlerden 6nce bu melezlenmis ve
kendilenmis ay¢icegi hatlarinda markir aragtirmasi yapilmis fakat orobang dayaniminin
seleksiyonda kullanilabilir bir markir tespit edilememistir. Bu nedenleyabani aygigegi
tirlerinde, orobansa dayaniklilikla ilgili molekiiler markir taramasi kapsaminda bir
uygulama yapilamamistir. Molekiiller markir c¢alismasinda basar1 saglanamamast,
fenotipik analizlerde kullanilan orobans parazitinin saf bir irk olmay1ip popiilasyon olarak

kullanilmasina baglanmaistir.
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Ayrica, akis sitometrisi analizi ile dogru ve giivenilir bir yontemle 52 tiir yabani
aycicegi tliriiniin ¢ekirdek DNA icerikleri ve ploidi dlzeyleri belirlenmistir. Literattr
arastirmasi ve kromozom sayisina gore 52 yabani tiirlin yaklasik %78’inin (41 tiir) (15
Tek yillik, 26 ¢ok yillik) diploid (2n) olduklar1 ortaya konulmustur. Calisilan diger
%12°1ik tiirlerin ise ploidi diizeyleri farklilik gostermistir. 3 tiirlin tetraploid (4n), 8 tiiriin

hekzaploid (8n) oldugu belirlenmistir.

Bitki 1slah1 artan niifusun stirekli ihtiyacin1 karsilamak agisindan ©Onem
tasimaktadir ve bitkilerin 1slah programlarinda kullanim 6zelliklerini ¢ogaltmak son
derece onemlidir. Uygun stratejinin belirlenmesi igin ploidi seviyesinin bilinmesi bitki
1slah programi acisindan 6nemlidir. Ayrica bu tiir bilgilerin varligi gelecekte bundan
sonra yapilacak 1slah programlarina da oOnciilik edecektir. TUr veya tire ait genetik
kaynaklarin biyolojik, taksonomik, genetik ve agronomik bilgilerinin 1slah ¢alismalarinda
yeni ¢esitlerin basarili bir sekilde gelistirilebilmesi igin 6nem arz etmektedir. Bununda
hizli ve giivenilir sekilde yapilmasi i¢in akis sitometrisi gibi yeni teknolojik gelismelere

ithtiyag¢ vardir.
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