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OZET

Yiiksek oleik asit icerigine sahip yerfistig1 (Arachis hypogaea L.) hatlarinin
gelistirilmesi ve molekiiler 1slahi

Mustafa POLAT
Yiiksek Lisans, Tarla Bitkileri
Anabilim Dah
Damsman: Prof. Dr. Biilent UZUN
Kasim 2018; 29 Sayfa

Yerfistig1, yiiksek oranda yag, yag asitleri ve protein igeren Ve tiim diinyada talep
goren onemli bir yag bitkisidir. Genellikle tropik ve yar1 tropik bolgelerde yogun olarak
yetistirilen yerfistiginda yag igeriginin ve Kalitesinin arttirilmast 6nemli 1slah
amaclarindan biri olmustur. Geleneksel 1slah ¢alismalari ile ulasilmak istenen bu amaca
giinimiizde yeni teknolojilerin entegrasyonu ile daha kisa siirede ve daha az is giicii ve
girdi ile ulasabilmek miimkiin hale gelmistir. Bu ¢alismada yiiksek tohum verimine sahip
olan NC-7 ve Florunner ¢esitleri ile yiiksek oleik asit igerigine sahip HOG genotipinin
karsilikli (resiprokal) melezlemesi yapilmistir. Melezleme sonrasinda elde edilen
generasyonlarda yiiksek oleik asidi kontrol eden ahFAD2A ve ahFAD2B genlerindeki
nokta mutasyonlar molekiiler olarak takip edilmistir. Melez materyallerde CAPS ve allel
spesifik markerler olmak tizere iki farkli PCR temelli yontem kullanilmistir. Molekiiler
analizler sonucunda beklenilen bant uzunluklarini veren F1 melez aileleri se¢ilmis ve bir
sonraki generasyona ilerletilmistir. F1 asamasinda yapilan marker analizi ile hangi
kombinasyonlarin gercek melez oldugu belirlenebilmistir. F2 generasyonunda segilen
baz1 genotiplerin tohumlarindan yag eldesi sokselet kullanilarak gerceklestirilmigtir. Ham
yag esterlestirildikten sonra gaz kromatografisinde kullanilmis ve segilen F2 bireylerinin
yag asitleri profili ortaya ¢ikarilmistir. Segilen F2 bireylerinde oleik asit igerigi %44.0 ile
80.4 araliginda bulunmustur. Ebeveynler hari¢ yag asitleri analizi yapilan 14 F> bireyi
igerisinden; 2-1 (%70.5), 2-31 (%78.8), 3-6 (%80.3) ve en yiiksek oleik asit miktarina
sahip 3-7 (%80.4) genotipleri elde edilmistir.

ANAHTAR KELIMELER: Arachis hypogaea L., ahnFAD2A, ahFAD2B, molekiiler
1slah, Molekiiler marker

JURI: Prof. Dr.Biilent UZUN
Prof. Dr. Mehmet SINCIK
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ABSTRACT

Development and molecular breeding of high oleic acid groundnut (Arachis
hypogaea L.) lines

Mustafa POLAT
MSc Thesis in Department of Field Crops
Supervisor: Prof. Dr. Biilent UZUN
November 2018; 29 pages

Groundnut is an important oilseed crop worlwide with high oil and protein content
and fatty acids. It is usually grown throughout tropical and sub-tropical regions. Qil
content and quality improvement of groundnut is one of the most important breeding
targets. Integration of new technologies into conventional breeding makes the breeding
process shorter, reduces the labour and the inputs. In this study, the genotype HOG with
high oleic acid was crossed with high yielding varieties NC-7 and Florunner reciprocally.
The genes controlling high oleic acid (ahFAD2A and ahFAD2B) were screened in hybrids
with molecular markers after hybridization. Analyses were conducted using two different
PCR based approach, CAPS marker with restriction enzymes and AS-PCR. Hybrids
showing the expected bands were selected and advanced to F. generation. The true
hybrids could be determined by the use of these molecular markers. Genotypes with high
oleic acid character were selected among 95 progenies in F2. Selected F» seeds were also
subjected to oil content and fatty acid analyses to display their values. Qil content and
fatty acid analyses were done by using soxhelet apparatus and gas chromatography,
respectively. The results indicated that several F individuals were of 70% or higher oleic
acid ratio such as 2-1 (70.5%), 2-31 (78.8%), 3-6 (80.3%) and 3-7 (80.4%).

KEYWORDS: Arachis hypogaea L., ahFAD2A, ahFAD2B, Molecular breeding,
Molecular markers

COMMITTEE: Prof. Dr. Biilent UZUN
Prof. Dr. Mehmet SINCIK

Asst. Prof. Dr. Engin YOL



ONSOZ

Yerfistig1, gerek zengin besin igerigi, gerekse toprak iistii aksamin hayvan yemi
olarak kullanilabilmesi ve koklerindeki bakterilerden dolay1 topraga azot kazandirmasi
acisindan Onemli bir yag bitkisidir. Tohumlarindan elde edilen yag cok yiiksek
sicakliklara dayanabildiginden dolay1 diinya hazir yemek sanayinde kizartmalarda tercih
edilebilmektedir. Ulkemizde ise yag iiretim maliyetinin yiiksek olmasi nedeniyle
yerfistig1 yaglik olarak tiretilmemektedir. Yerfistig1 tohumlar: ¢ogunlukla gerezlik olarak
tiikketilmekte olup cikolata endiistrisinden de talep gormektedir. Ulkemizde her sene
yapilan milyarlarca dolar yag ve yagli tohum ithalat1 goz oniine alindiginda yenilebilir
her tiirlii yagl tohuma gereksinim duyulmaktadir. Bu nedenle yerfistigindan yag elde
edilmesi ve kullanilmasi adina yiiksek verimli ve kaliteli yag igerigine sahip yerfistigi
cesitlerinin 1slah edilmesi gerekmektedir. Gelistirilen bu ¢esitlerin igerdigi yag miktari ve
yagda bulunan doymamis yag asitleri (6zellikle oleik asit) yoniinden yiiksek olmasi
beklenmektedir. Son yillara baktigimizda tilkemizde yerfistig1 liretiminde iyi bir ivme
kazandigimiz goriilmektedir. Bu ivme ile birlikte oleik asidi yiiksek yerfistigi tiretimi de
olusturulmali, yayginlagtirilmali ve artirllmalidir. Bu ¢alismada 6zellikle iilkemiz gida
endiistrisinin talep ettigi ve halen ithal ettigi yiliksek oleik asitli yerfistig1 ¢esit(ler)inin
geligtirilmesine yonelik 1slah programi baslatilmis olup ve onemli diizeyde mesafe
alinmustir.

Lisans egitimime basladigim andan itibaren bu noktaya gelmemde biiyiik katkis1
olan ve calismamda yardimlarin1 ve destegini esirgemeyen, bilgi ve tecriibelerini
paylasan ve bana 6rnek bir bilim insani olan danigman hocam Sayin Prof. Dr. Biilent
UZUN’a sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.

Tez savunma smavimda yer alarak beni destekleyen, degerli paylasimlari ve
oOnerileri ile tezime deger katan sayin Prof. Dr. Mehmet SINCIK e en i¢ten dileklerimle
tesekkiir ederim.

Gerek yerfistig1 konusunda gerekse molekiiler konularda bilgi ve tecriibesiyle
tezime biiyiik katki saglayan ve tez jiirisinde yer alarak beni onurlandiran saym Dr. Ogr.
Uye. Engin YOL’a tesekkiirii bir borg bilir ayrica laboratuvar kapilarini bizlere sonuna
kadar agan ve tiim molekiiler bilgisini tereddiit etmeden bizlerle paylasan ¢ok degerli
Saym Dr. Ogr. Uye. Cengiz IKTEN e tesekkiir ederim.
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Uygulama Merkezine, bu ¢aligmayr maddi olarak destekleyen Akdeniz Universitesi
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1. GIRIS

Yerfistig1 (Arachis hypogaea L.) (2n=4x=40), baklagiller familyasinda yer alan,
tek yillik, tetraploid bir bir kiiltiir bitkisidir. Tirtin yer aldigi Arachis cinsi ayrica
icerisinde diploid, tetraploid ve anoploid diger tiirleride barindirmaktadir (Holbrook ve
Stalker 2003). Yerfistigin1 diger bitkilerden ayiran en biiyiik 6zellik ¢igeklerini toprak
tizerinde olusturup, meyvelerini toprak altinda olusturmasidir (Liao ve Holbrook 2007).
Arachis cinsine ait birgok tiir yenilebilir tohumlar1 i¢in yetistirilmesine ragmen sadece
kiiltiirii yapilan yerfistigi (A. hypogaea L.) tiim diinyada yayilmistir. A. hypogaea L.,
taksonomik olarak ise dallanma bi¢imi ve baklalarin ana dal ve yan dallarda dagilmasi
durumuna gore iki alt tiire ayrilmaktadir (Krapovickas ve Gregory 1994) (Sekil 1.1)

Arachis hypogaeaL.

ssp. hypogaea ssp. fastigiata
var. hypogaea  var. hirsuta var. fastigiata var. peruviana var. aequatoriana var. vulgaris
(Virginia ve runner) (Peruano) (Valencia) (Spanish)

Sekil 1. 1. Alt tiirler ve pazar tipleri.

Yerfistig1 (Arachis hypogaea L.), diinyada 40° Kuzey ve 40° Giiney enlemleri
arasinda, 100’den fazla iilkede tarimi yapilan dnemli bir yag ve protein bitkisidir (Liao
ve Holbrook 2007). Yere dik olarak 30-60 cm boylanabilen yerfistig1 yere paralel olarak
ise 40-50 cm uzayabilir (Kadiroglu 2013). Yerfistig1 kazik koklii bir bitkidir ve kokiin
etrafinda ana koke bagl olarak ¢ok sayida yan kokler bulunur. Bu ana ve yan kokler
lizerinde ise havanin serbest azotunu baglayan Rhizobium bakterileri (nodiil) bulunur. Bu
nodiiller baklagiller familyasindaki diger bitkilerde oldugu gibi bitkinin azot ihtiyacini
karsilarlar. Pinnat yaprak yapisina sahip olan yerfistig1 2-5 cm uzunlugunda karsilikli
olarak yer alan iki ¢ift yaprak¢iktan olusur (Porter 1997). Yapraklarin sekilleri uzun ve
oval olup yaprak renkleri agik yesilden koyu yesile dogru degismektedir. Yapraklarin
tizeri ise hafif tliylidiir. Gilinese ve susuzluga kars1 duyarli olan bu bitkiler, giines
battiginda veya susuz kaldiklarinda yaprak¢iklar: karsilikli olarak kapanirlar. Tipik bir
baklagil ¢icegi yapisinda olan yerfistiginin ¢igekleri, yaprak koltugundan ¢ikar ve her bir
cicekte de en dista 5 adet canak yapragi, bunun igerisinde de 2 kayikc¢ik, 2 kanatgik ve 1
bayrak yapragi bulunur. Ta¢ yapraklarinin ortasinda ise 10 adet erkek organ ile 1 adet disi
organ vardir. Genellikle portakal sarisi renkte olan cigekleri cesitlere gore sari, beyaz ve
erguvan renkte de olabilirler. Cicekler dollendikten sonra ta¢ yapraklart dokiiliir. 10-12
giin sonra yumurtaligin altindaki doku hizla ¢ogalmaya baslar ve zamanla yumurtaligi
cevreleyen doku ile birleserek bir uzantt meydana gelir ve bu uzantiya ginofor ad verilir.
Ginofor, anatomik olarak govdeye benzemekle birlikte fonksiyonel olarak koke
benzemektedir. Ginoforlar topraga girdikten sonra 10 giin igerisinde embriyolar geliserek
kapstiller (meyve) olusturmaya baslar ve c¢iceklenmeden itibaren 60 giin igerisinde
yerfistig1 kapsiilleri olgunlasir (Kadiroglu 2013). Yerfistig1 bitkisinde 600-1000 adet aras1
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cicek olusur ve bunun sadece %60-75’1 ginofor olusturur. Olusan bu ginoforlarin ise %8-
23’1 kapsiil meydana getirir ve her bir kapsiilde de ortalama 1-4 arasinda yerfistigi
tohumu bulunur. Cigeklerin tozlanmasiyla olusan ve uzayarak topraga giren gineforlarin
uclarinda bulunan embriyolar, toprakta geliserek meyveye doniisiir ve her meyve kabugu
icerisinde de tohumlar olugsmaya baglar. Kapsiil ad1 verilen bu meyvelerde genellikle 2
adet tohum bulunur. Her tohumda da iki etli kotiledon ve kotiledonlarin i¢ ve alt orta
noktasinda embriyo bulunur. Embriyo, 4-5 adet yaprak taslaklarindan (plumul),
hipokotilden ve birincil kok taslagindan (kokgiik) olusur. Cimlenmeyle birlikte
embriyodaki yaprak taslaklarinin gelismesi sonucunda sap ve yapraklar meydana gelir.
Hipokotil ¢cimlenmeyle birlikte kok ile saplar arasindaki beyaz ve etli gévdeyi olusturur.
Cesitlere gore yerfistigi tohumlarinin rengi, sekli ve iriligi gibi morfolojik 6zellikleri ile
kimyasal icerikleri degisiklik gosterebilir. Tohum renkleri acik pembe, pembe, agik
kirmizi, kirmizi, beyaz, mor, kahverengi renklerinde veya bunlarin farkli tonlarinda
olabilirler. Genellikle acik pembe veya acik kirmizi rengindedirler. Tohum sekilleri ise
silindirik veya yuvarlak olabilir. Tohum uzunlugu 9-24 mm ve eni ise 6-14 mm
arasindadir. Genellikle koyu renkli tohumlar proteince daha zengin olup, acik renkli
tohumlar ise yagca daha zengindir. Igerik bakimindan ise tohumlar yapilarinda %45-56
oraninda yag ve %22-30 oraninda protein (Savage ve Keenan 1994) ile birlikte mineraller,
vitaminler, antioksidanlar (Bishi vd. 2015) ve bir¢ok biyoaktif bilesen (Francisco ve
Resurreccion 2008) gibi saglikli besinler igerir. Bu nedenle yerfistigt tohumlari
cogunlukla fistik yag:1 ve fistik ezmesi iiretiminde degerlendirilen bir iirlindiir (Norden
1980). Diinyada kizartma yagi olarak tercih edilmesinin sebebi ise yagmin yiiksek
tutusma ve yanma sicakligina sahip olmasidir. Yerfistigt yagi aym1 zamanda yiiksek
oranda doymamis yag asitlerini igermekte (oleik asit %40-65 arasinda ve linoleik asit
%20-40) ve yaginda bulundurdugu antioksidanlar uzun raf Omriine sahip olmasini
saglamaktadir. Yag cikarildiktan sonra geriye kalan kiispe ise ¢ok degerli bir yem katki
maddesidir ve yapisinda %45 ham protein, %24 azotsuz 6z maddeler ve %5,5 madensel
maddeler bulundurmaktadir. Ayrica bazi iilkelerde yerfistiginin toprak istii aksami yesil
yem olarak hayvanlara yedirilir (Wan 2003). Kurutularak balya yapilip kisin hayvan yemi
olarak da kullanilir. Yerfistigindan elde edilen iiriiniin 2-2,5 kat1 kadar kuru ot verimi elde
edilir. Bu kuru otta %11 protein, %5 yag, %22 ham seliiloz, %42 azotsuz 6z maddeler,
%10 kiil ve %10 su bulundurur. Bu 6zellikleri yerfistiginin hem ulusal hem de kiiresel
pazarlarda ciddi deger gormesine neden olmaktadir (Pandey vd. 2012).

Tropikal ve subtropikal bolgelerde yetistirilen yerfistig1 bitkisinin tliretiminin
%531 yemeklik yag, %32’si1 yerfistig1 ezmesi ve ¢erez gibi gida amagli, geri kalan %15°1
ise hayvan yemi olarak kullanilmaktadir (Liao ve Holbrook 2007). Yerfistigi, 2016
yilinda diinyada tek yillik yag bitkileri arasinda soya, kolza ve ay¢iceginden sonra 27.66
milyon ha alanda 43.9 milyon tonluk iiretim degeri ile en fazla ekilis alanina sahip
dordiincii yagh tohum bitkidir (FAO 2016). Bu iiretimin %90’dan fazlasini Asya ve
Afrika tllkeleri gerceklestirmektedir. Hindistan alan bakimindan en fazla yerfistig1 ekilen
iilke olmasina ragmen, Cin yaklasik 17 milyon tonluk iiretim ile diinya lideridir (FAO
2016). Bunun nedeni ise Cin’de polietilen film mal¢lama yontemiyle yerfistig1 tiretiminin
yapilmasidir (Wan 2003). Afrika kitasi yerfistigi {iretiminde onemli bir yere sahip
olmasina ragmen, cesitli nedenlerden dolay1r bir¢ok iilkede verim miktarlar1 dekara
yaklasik 90 kg’dir (FAO 2016). Orta ve Giiney Amerika bolgeleri ise toplam {iretimin
yaklagik %3-4’1inii olusturmaktadir ancak bu bolgelerde dekara alinan verim miktar1 200
kg’in tizerindedir (Liao ve Holbrook 2007). Tiirkiye ise 33.32 bin ha alanda 164 bin
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tonluk tiretim degeri ile diinya yerfistig1 iiretiminin ancak %0.37 gibi kiiciik bir dilimini
karsilamaktadir (FAO 2016).

Tiiketim amacima gore yerfistifi cerezlik ve yaglik olmak {izere ikiye ayrilir.
Cerezlik tiplerin iri taneli ve yliksek verimli olmasi1 6n plana ¢ikarken yaglik tipler ise
icerdigi yag miktar1 ve yag asidiyle on plana ¢ikmaktadir. Yemeklik yaglarin kalitesi
bakimindan oleik (omega 9), linoleik (omega 6) ve linolenik (omega 3) yag asitlerinin
kompozisyonu olduk¢a 6nemlidir. Oleik ve linoleik asit bitkisel yaglarda ¢cogunlukla
yiiksek miktarlarda bulunmakla birlikte oksidatif stabilite dzelligine sahiptirler. Yiiksek
oleik/linoleik asit oran1 bitkisel yaglarin oksidasyona daha direncli, raf démrii daha uzun
ve tat gelisiminin daha olumlu olmasini saglamaktadir (Baydar 2000). Bunun nedeni oleik
asidin (C18:1) linoleik aside gore 10 kat (C18:2) linolenik aside (C18:3) gore ise 15 kat
daha fazla oksidasyona direngli olmasidir. Bundan dolayr son yillarda yaglarin
oksidasyon ve termal kararliliklarini artirmak i¢in linoleik asit miktar1 azaltilmakta, oleik
asit miktari ise arttiritlmaktadir. Yagli tohumlarin yag asitleri kompozisyonu siirekli sabit
olmayip tiirlere 06zgii karakteristik farkliliklar gosterdigi gibi genetik, ekolojik,
morfolojik, fizyolojik ve kiiltiirel faktorlere bagli olarak da degisebilmektedir.
Yerfistiginda iki farkli gende (ahFAD2A ve ahFAD2B) meydana gelen nokta mutasyonlar
yiiksek oleik asit olusumuna neden olmaktadir (Wang vd. 2011).

Yerfistiginda yag asidi sentezi ahFAD2A ve ahFAD2B olmak tizere iki homolog
gen tarafindan kontrol edilmekte olup (Jung vd. 2000) delta-12-desatiiraz enzimi oleik
asit yapisinda bulunan hidrokarbon zincirini ¢ift bag yaparak oleik asiti linoleik asite
doniistiirmektedir. Yapilan ¢alismalarda yerfistiginda yiiksek oleik asit karakterinin bu
iki gen bélgesinde yer alan nokta mutasyonlardan kaynaklandigi ifade edilmistir (Chu vd.
2009). ahFAD2A gen bolgesinde 448G>A degisimi ahFAD2B gen bolgesinde 441. baza
A bazinin eklenmesiyle stop kodonun ortaya ¢ikmasi yiiksek oleik asit karakterine neden
olmaktadir (Bruner vd. 2001; Yu vd. 2008). Her iki FAD2 geninin molekiiler teknolojiler
yardimiyla belirlenebilmesi yliksek oleik asitli yerfistigi gelistirme programlarinda
marker destekli seleksiyonun kullanimmna olanak saglamistir. Istenilen bu 6zelligi
aktarmada klasik metotlarin yaninda molekiiler teknikleri de dahil ederek yiiksek oleik
asitli ¢esitlerin gelistirilmesi siireci olduke¢a kisaltmistir.

Tiirkiye’nin artan yag acigini kapatmak adina, birim alandan alian yerfistigi
miktarint ve elde edilen iriinlerin yag kalitesini ve yag verimini artirilmasi
gerekmektedir. Uriin miktarin1 arttirdigimiz takdirde fiyatlar diisebilecek ve bu diisiis
dogrultusunda bu iirlintin yaglik 6zelligini kullanmak s6z konusu olacaktir. Bu nedenle
yiiksek tohum verimi ve yliksek yag icerigine sahip yerfistig1 tiplerinin gelistirilmesine
ithtiya¢ duyulmaktadir. Yapilan bu ¢alisma ile birlikte sahip oldugumuz yiiksek verimli
ve dayanikli ¢esitlere yiiksek oleik asit 6zelliginin kazandirilmasi hedeflenmistir.
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2. KAYNAK TARAMASI

Yerfistig1 yagi icerdigi zengin yag asitlerinden dolay1 oksitlenmeyi ve bozulmay1
onledigi i¢in sanayi agisindan ¢ok degerlidir (Arioglu 1999). Yerfistigi yaginin igerdigi
baslica yag asitleri; doymamis tekli yag asitlerinden omega-9 ve ¢coklu doymamis yag
asitlerinden omega-6 ile palmitik asit (16:0), oleik asit (18:1) ve linoleik asit (18:2) olarak
bilinir (Norden vd. 1987; Dean vd. 2009). Bu yag asitlerinden en 6énemlisi oleik asittir.
Yerfistig1 tohumlarindan elde edilen yagin kalitesi, tad1 ve oksidatif kararlilig1 icerdigi
yag asitlerinin kompozisyonuna baglidir (Lépez vd. 2000; Andersen ve Gorbet 2002).
Yagli tohumlarin yag asitleri kompozisyonu hidrojenlenmeden dolay1 sabit degildir (Chu
vd. 2007b). Oleik asit, linoleik aside gore olduke¢a kararlidir. Bundan dolay: yiiksek oleik
asit/linoleik asit oran1 genellikle tercih edilir. Yiiksek oleik asit igeren besinleri tiiketen
kisiler damar tikanikliginda azalma (Yu vd. 2008) ve LDL kolestrol seviyesinde diisiis
goriiliir (O'Byrne vd. 1997).

Yerfistig1 1slah programlarinda oleik asidi arttirmak adina oleik asidi kontrol eden
genlerin bilinmesi olduk¢a onemlidir. Ve bu yag asidi sentezi homolog iki gen olan
ahFAD2A ve ahFAD2B tarafindan sentezlenmektedir (Jung vd. 2000). Calismalarin ¢ogu
bu 6zelligin iki genin basit kalitimiyla kontrol edildigi bilinerek yapilmaktadir (Moore ve
Knauft 1989). Yapilan calismalarda desatiiraz enziminin oleik asidi linoleik aside
doniistirdiigii, ahFAD2A ve ahFAD2B homolog iki gen tarafindan sentezlenip ve bu
genlerin sirasi ile A ve B genomu iizerinde bulundugu belirlenmistir. ahFAD2A ve
ahFAD2B genleri dogal ve yapay mutasyonlar ile susturulabilen ¢ekinik genler oldugu
rapor edilmistir (Patel vd. 2004).

Zhao vd. (2016) KASP markeri kullanarak yiiksek oleik asitli Kainong176’dan
yiiksek verimli Huayu31’e bu 6zelligi kontrol eden homolog iki gen olan ahFAD2A ve
ahFAD2B genlerindeki mutasyonlari aktarmaya ¢alismiglardir. KASP kullanilarak her iki
mutant geninin varh@i tek islemle tespit edilebilir. Arastirmacilar yapmis olduklar
melezlemeler ile elde ettikleri ¢ok sayida 1slah materyali igerisinden aktarilmak istenen
genlerdeki mutasyonlarin aktarilip aktarilmadigini bu metodu kullanarak belirlemislerdir.
Elde edilen 179 BC4F2 genotipi igerisinden 18 genotipin aabb oldugu rapor edilmistir.
AABB normal yerfistig1 iken aabb yiiksek oleik asitli yerfistig1 genotipidir.

Nawade vd. (2016) yapmis olduklar1 ¢galismada materyal olarak Hindistan kokenli
167 genotip, 22 yabani tip, 6 ileri 1slah hatti ve yiiksek oleik asit icerigine sahip
SunOleic95R’i  kullanmislardir. Molekiiler olarak AS-PCR, CAPS ve dizileme
teknolojilerinin yer aldig1 ¢alismada ahFAD2 allellerindeki polimorfizmi tespit etmek
icin 196 genotipin DNA’sin1 izole edip, PCR analizleri yaparak tiim materyalleri
taramiglardir. Bu taramaya gore 30 genotipten olusan set icersinden 17 mutant ve 13
mutant olmayan genotip tespit edilmis ve genotiplere 6zgii primer dizayn edilmistir.

Janila vd. (2015) yag kalitesini arttirmak i¢in ahFAD2A ve ahFAD2B genlerindeki
nokta mutasyonlari SunOleic95R’den ICGV 06110, ICGV 06142 ve ICGV 06420 adl1 ii¢
genotipe aktarmaya ¢alismiglardir. Bu aktarma i¢in ICGV 06110 X SunOleic95R, ICGV
06142 X SunOleic95R ve ICGV 06420 X SunOleic95R olacak sekilde ii¢ ayr1 melezleme
yapilmistir. Elit genotipler ile yapmis olduklar1 geri melezlemeler ile 82 yakin izogenik
hat elde etmisler ve bunlar1 molekiiler markerler ile taramislardir. Uglii melezlemeler
sonucu toplamda 103 Fi elde etmislerdir. 103 F1’i allellere 6zel primerlerle taramalari
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sonucu aradiklart nokta mutasyonlarimi 55 bireyde bulmuslardir. Yapilan geri
melezlemeler ve taramalar sonucunda oleik asit miktarmin %62’den %82’ye ¢iktig
arastirmacilar tarafindan rapor edilmistir.

Wang vd. (2014) yapmis olduklar1 ¢aligmada Rihua 1 ve Rosy Red adl1 genotipleri
melezleyerek elde ettikleri 180 adet F2 ve ebeveynlerini NIRS kullanarak yag asitlerini;
genlere 0Ozel primer (aF19/R1 ve bF19/R2) kullanarak ise mutasyon varligini
belirlemislerdir. Bu melezler igerisinden rastgele sectikleri 20 genotipin PCR ve NIRS
sonuglarina gore 12 tanesinin oleik asit miktarinin %72 ile %80.8 arasinda oldugunu
belirlenmistir.

Yu vd. (2013) yapmis olduklar1 ¢alismada daha 6nceden kendileri tarafindan
gelistirilen yiiksek oleik asit karakterini kontrol eden genleri tasiyan FB4 ve CTWE
genotipleri ile yiiksek verimli bir ¢esit olan Huayu-40 genotipini genetik materyal olarak
kullanmiglardir. Huayu-40 X FB4 ve Huayu-40 X CTWE olacak sekilde yapilan
melezlemeler sonucu rastgele segilen (normal oleik X yiiksek oleik asit) genotiplerden
istenilen 6zelligin aktarilip aktarilmadigini Kontrol etmek amaciyla AS-PCR yontemi
kullanilmistir. Toplamda rastgele segilen 86 genotipten AS-PCR ile 9 genotipin oleik asit
miktarinda yiikselme oldugunu belirlemislerdir.

Mienie vd. (2013) yapmis olduklar1 ¢aligmada Giiney Afrika’da yetistirilen
yerfistiklarinin en biiyiik sikintisinin {iretilen yerfistiklarinin yag orami ve yag kalitesi
yoniinden eksik oldugunu tespit etmisler ve bu eksikligi gidermeye yonelik bir ¢alisma
yapmislardir. Yerfistiginda yiiksek oleik asit karakteri iki homolog (ahFAD2A ve
ahFADZ2B) oleo-pc desatiiraz genine bagli oldugu rapor edilmistir. Bu karakteristige sahip
yeni ¢esitlerin 1slah1 zaman alic1 ve pahalidir. Clinkii her generasyon i¢in yag ve yliksek
oleik/linoleik asit analizi yapmak gerekmektedir. Bu 1slah programinda PCR kullanmak
ve bu programa marker destekli seleksiyon (MAS) uygulamak zamani ve maliyeti
oldukca diistirmektedir. Mienie ve arkadaslar1 bu ¢alismada ytiksek oleik asit 6zelligini
tastyan UF-85, Guat ve Atete, Gliney Afrika cesidi olan Akwa, Kwarts and Harts
cesitlerini kullanmiglardir. Yiiksek oleik asit 6zelliginin kalitimi1 4. dollere kadar izlenmis
ve tiim kombinasyonlar i¢erisinden homolog 012012 mutanti harig¢ iki gen bulunmustur.
En yiiksek oleik asit yiizdesi biitiin dortlii mutant allellerde bulunmustur (ol1ol10l2012).

Singkham vd. (2012) yapmis olduklari calismada oleik asitce zengin Georgia-02C
ve Sunoleic-97R cesitleri ile oleik asit¢e diisitk olan KKU1 ¢esidini ebeveyn olarak
kullanmiglardir. Virginia tipi yerfistiklarinda oleik asidi kontrol eden genler igin olast
genotip OI10I10l20l2, 011011012012 ve OI10110120I12 (Isleib vd. 1996) olup, diisiik orta
seviyeli spanish tipi yerfistiklarinin genotipleri ise Ol10110l2012 ve 0l1011012012’dir
(Lopez vd. 2001). Kendi aralarinda yapilan melezlemeler ile P1, P2, F2, F3, BC11S ve
BCI12S kadar devam ettirmislerdir. Bitkiler yeterli olgunluga ulasinca yag asitleri analizi
icin hasat edilmistir (Boote 1982). Yag asitleri analizi i¢in Bannon vd. (1982) tarafindan
belirlenen protokolii kullanmisglardir.

Mukri vd. (2012) ICRISAT mini koleksiyonunda (184 genotip, 85’1 hypogaea, 1
hirsuta, 37 fastigata, 58 vulgaris, 1 aeqetorina ve 2 peruviana) yiiksek oleik asit
karakterini belirleyebilmek i¢in molekiiler analizler yapmislardir. Bu analizlerde FAD2
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genleri i¢in Chu vd. (2007) tarafindan gelistirilen CAPS markerlerini kullanmislardir. Bu
koleksiyon igerisindeki genotiplerin oleik asit miktar1 %33,60 ile %73,54 arasinda
calisma sonucunda belirlenmistir. 95 genotip daha 6nce bulunan bu markerla test edilip
ve 30 tanesinde mutant alleler tespit etmislerdir. Yapilan bu ¢alisma ile ICG 2381 isimli
genotipin oleik asit miktar1 %73.54’liik bir oranla en yiiksek olarak bulunmustur.

Fang vd. (2012) yiiksek verimli Virginia tipi yerfistigi tohumlarina EMS (Ethyl
methanesulfonate) uygulayarak yiiksek oleik asitli tohumlar elde etmeye ¢alismislardir.
Elde edilen yerfistig1 tohumlarinin yag miktar1 Wang vd. (2011) tarafindan gelistirilen
NIRS yontemi ile belirlenirken yag asidi miktar1 (GC) gaz kromatografisi (Zeile vd.
1993) ile belirlenmistir. Yapilan ¢alisma sonucunda %59’dan fazla oleik asit igerigi tespit
edilmistir. Yiriitilen molekiiler analizler ile ahFAD2A ve ahFAD2B gen bolgelerindeki
nokta mutasyonlar ortaya konmustur.

Sarvamangala vd. (2011) yapmis olduklari ¢caligmada; F9:F10 generasyonlarinda
TG26 X GPBD4’ iin melezlenmesinden elde edilen 146 rekombinant kendilenmis hatti
(RILS) genetik materyal olarak kullanmislardir. Bu ¢alismada kullanilan TG26 spanish
grubundan ve bu gesit yari ciicelik, dik ve yiiksek pod biiylime, orani hasat indeksi
yiiksek, kapsiillerde daha fazla bolme olusturma ve yiiksek oleik asit gibi Onemli
ozelliklere sahip iken pas ve gec yaprak lekesine hassastir (Kale vd. 1997; Badigannavar
vd. 2002). GPBD4, UAS Dharwad da gelistirilmis bir spanish yerfistig1 ve bu gesit
Karnataka ve Hindistan'in giineyinde popiiler olarak yetistirilmektedir (Gowda vd. 2002).
Erken olgunlasma yiiksek verim yliksek yag ve protein icerigi ve optimum oleik asit /
linoleik asit orani ve ge¢ yaprak lekesine ve pasa karst dayaniklidir. TG26 X GPBD4’dan
elde 146 RIL {izerinde yapilan analizde genotip x cevre etkilesimi ile tiim 6zellikler i¢in
yiiksek kalitsallik gdzlemlenmistir.

Wang vd. (2011) yapmis olduklar1 bir ¢alismada 55 adet yerfistig1 hattin1 yag
asitleri igerigi bakimindan analiz etmislerdir. Bu genotipleri FAD2 genlerindeki nokta
mutasyonlar1 belirleyebilmek i¢in real-time PCR cihazin1 kullanmiglardir. Bu genotipler
igerisinde 1,23 ila 56,45 arasinda oleik asit/linoleik asit oranlarin1 bulmuslardir. FAD2
geni mutasyonu agisindan yabani tip (OI10I1012012), A genomunda homozigot
mutasyon (0l10l11012012), B genomunda homozigot mutasyon (OI10l10l2012), A ve B
genomlar1 duble mutasyon (ollol10l2012) olan 4 genotip belirlemislerdir.

Chen vd. (2010) yerfistiginda A ve B genomlarinda yiiksek oleik asiti kontrol eden
genlerdeki mutasyonlar1 belirleyebilmek i¢in allel spesifik primer gelistirme ¢alismasini
ele almislardir. Analizler i¢in 4 grup ve her grupta ise 4 genotipten olusan bir varyasyon
kullanmiglardir. Bu gruplar; yabani tip, sadece A ve sadece B genomunda mutasyon
tastyanlar ve dordiincii grupta ise hem A hem de B genomunda mutasyon igeren
genotipleri kullanilmistir. Yapilan ¢alisma sonras1 F435-Forward ve 5F435IC-Reverse,
F435WT-Reverse, F435SUB-Reverse ve F435INS-Reverse primerleri yiiksek oleik asitli
genotipleri belirleme de kullanilabilecegi ifade edilmistir.

Jung vd. (2000) yapmis olduklar1 ¢alismada normal oleik asit i¢erigine sahip F78-
1339, AT108 ve GK7 genotipleri ile yiiksek oleik asit igerigine sahip M2-225 ve 8-2122
genotiplerini genetik materyal olarak kullanmiglardir. RT-PCR kullanilarak ahFAD2A
geninde nokta mutasyonlar taranmis ve tiim genotipler igerisinde bu gendeki nokta
mutasyonun oldugunu belirlemislerdir. ahFAD2B geni i¢in yapilan molekiiler analizlerin
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sonucuna gore ise sadece yiiksek oleik asit igerigine sahip genotiplerde nokta mutasyona
rastlanmustir.

Lopez vd. (2000a) yerfistiginda yliksek oleik asit ile ilgili yapmis olduklari
calismada T-90’1 (Tampsman 90) (Smith vd.1991) ve F435’i (Norden vd. 1987) ebeveyn
olarak kullanmislardir. Diisiik veya yiiksek oleik asit i¢erigine sahip Tamspan 90 ve
F435-2-2’den delta-12 desatiiraz geni izole edilmis ve yaklasik olarak her iki genotipten
3225 bp uzunlugunda bir bolge elde edilmistir. Arastirmacilar dizileme sonrasi yiiksek ve
diisiik oleik asidi kontrol eden iki (SNP) polimorfizm bulmuslardir.

Chu vd. (2009) yapmis olduklar1 ¢alismada (Georgia-02C’ 2006 19G, Georgia-
02C_2006_88LS, Georgia-02C_2006_Border, Georgia-02C_2007_12, Georgia-
02C_2007_Brenneman, Georgia-02C_Plains, Georgia Hi-O/L, Georgia-05E, Florida-07,
SunOleic 97R, Hull, Andru II, C458, Georgia Green) gesitlerini genetik materyal olarak
ele almislardir. Her bir ¢esitten elde edilen DNA ornekleri kullanilarak molekiiler
analizler yiritilmistir. CAPS markerlerinin yer aldigi PCR sonrast klonlama ve
sekanslama islemleri yiiriitiilmiis ve ahFAD2A bolgesinde Hpy99l restriksiyon enzimi
kullanilarak nokta mutasyonunun belirlenebilecegi ifade edilmistir. ahFAD2B gen
bolgesindeki mutasyon ise Hpyl88l restriksiyon enzimi ile kesim sonrasi
belirlenebilecegi ifade edilmistir.
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3. MATERYAL VE METOT
3.1. Materyal
3.1.1. Deneme yeri

Melezleme calismalar1  Akdeniz Universitesi Tohumculuk ve Tarimsal
Biyoteknoloji Arastirma ve Uygulama Merkezi seralarinda 35x52 cm ebatlarindaki
saksilarda yiiriitiilmiistiir (Sekil 3.1.(a)). Molekiiler analizler ise Akdeniz Universitesi
Ziraat Fakiiltesi Tarla Bitkileri Bolimii Molekiiler Bitki Islahi Laboratuvarinda
yapilmustir (Sekil 3.1.(b)).

Sekil 3. 1. (a) Sera denemelerinin yiriitiildigii alan, (b) molekiiler analizlerin yapildigi
Molekiiler Bitki Islah1 Laboratuvari

3.1.2. Denemede kullanilan topragin yapisi

Denemede 1/1 oraninda kirmizi tarla topragi ve torf ile 1/4 oraninda perlit karigimi
kullanilmistir. Kirmizi toprak Tohumculuk ve Tarimsal Biyoteknoloji Arastirma ve
Uygulama Merkezi seralarinin bulundugu araziden alinmistir. Saksilara hacimce esit
seviyelerde bu toprak karigimi eklenmistir.

3.1.3. Genetik materyal

Yiiksek oleik asit karakterini tagiyan (oleik asit icerigi %80-85) ve yiiksek verime
sahip olan genotipler bu ¢alismada genetik materyal olarak kullanilmistir. Kullanilan
genetik materyaller hakkinda ayrintili bilgiye Cizelge 3.1°de yer verilmistir.
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Cizelge 3. 1. Tez ¢alismasinda kullanilan genotipler ve 6zellikleri

Hat/Cesit Pazar Tipi Biiyiime sekli | Yag Oleik Asit

NC-7 Virginia Yari yatik %50 %50-55

HOG Yiiksek oleik asitli | Dik %55 %80-85

FLORUNNER | Runner Tam yatik %50 %50-55
3.1.3.1 NC-7

Virginia pazar grubundan olan NC-7 yari yatik biiyiime formunda ve orta erkenci
bir cesittir. Kuzey Carolina tniversitesi (North Carolina State University (ABD)
tarafindan, ‘Fla 393 x NC-5’ in melezlenmesi sonucu olarak 1979 yilinda tescil
ettirilmistir (Wynne vd., 1979). Tirkiye’de ise Bati Akdeniz Tarimsal Arastirma
Enstitiisiit (BATEM) tarafindan introdiiksiyon 1slahi ile 1991 yilinda tescil ettirilmistir.
Tohumlar1 ortalama %350 yag oranina sahip ve iri, agik pembedir. Ulkemizde en yaygin
ekilen gesit olan NC-7, gerezlik olarak tiikketilmektedir.

3.1.3.2. FLORUNNER

Runner pazar gurubundan olan bu ¢esit tam yatik ve orta sap (dalda) meyve
yoktur. Dallanma ¢ok fazla ve bu dallar incedir. Bogum aralari kisa, yapraklari yesil ve
koyu renktedir.

3.1.3.3. HOG

Kiiciik tohumlar1 ve dik biiylime formuna sahip olan bu genotipin yag miktar1 %55
ve bu yagin %80-85’1 oleik asittir. Bu 6zelliginden dolay yaglik bir gesittir.

3.2. Metot
3.2.1. Tohumlarin ekilmesi ve bakim islemleri

Ekim iglemi 15-18 Mayis 2015 tarihleri arasinda hazirlanan toprak karigimlarinin
saksilara doldurulmasinin ardindan etiketlenip, her saksiya ticer tohum ekilmesiyle
yapilmustir (Sekil 3.2.(a)). Ekilen tohumlar 6-8 giin igerisinde ¢ikislarin1 tamamladigi
gozlemlenmistir. Toprak devamli nemli olacak sekilde giinliik sulama yapilmistir.
Bitkilerin biiyiimesi ve havalarin 1sinmasiyla yapraklar tizerinde kirmizi 6riimcek zarari
tespit edilmistir (Sekil 3.2.(b,c)). Ticari ismi Arotork ve fenbutatin oxide (550g/l) etken
maddeli ilag ile uygulama yapilmistir.
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Sekil 3. 2. (a) Ekim islemine ait goriintiiler, (b,c) kirmizi ériimecek ve zarari

3.2.2 Melezlemeler

Ulkemizin sahip oldugu yerfistig1 gen kaynaklarinda su ana kadar yiiksek oleik
asit karakterini tagiyan genotip bulunmamaktadir. Yurtdisindan getirilen genotiplerle
tilkemizde deger goren gesitler melezlenmis ve yiiksek oleik igerigine sahip genetik
materyal olusturma amaciyla bir melezlenme programi olusturulmustur. Ulkemizde en
cok ekilen NC-7 (Virginia tipi) cesidi ile Runner tip olan Florunner ¢esidi melezlemelerde
yer almistir (Cizelge 3. 2).

Cizelge 3. 2. Kullanilan melezleme kombinasyonlar1

1 NC-7 HOG
2. HOG NC-7
3. Florunner HOG
4 HOG Florunner

10
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Melezlemeler Akdeniz Universitesi Tohumculuk ve Tarimsal Biyoteknoloji
Arastirma ve Uygulama Merkezi seralarinda 35x52 ebatlarindaki saksilarda
yiiriitiilmistir. Toprak olarak torf perlit-vermikiilit karsimi 3:1:1 oraninda hazirlanmis ve
kirmizi1 toprakla 1:1 oraninda karigtirilarak kullanilmistir. Ekim iglemi ise 15-18 Mayis
2015 tarihlerinde yapilmistir. Ekimden sonra yabanci ot ¢ikislarina gore yabanci otlarin
temizlenmesi igin kiiltiirel islem gergeklestirilmistir.

Ekimden 6-8 giin sonra bitki ¢ikiglar1 goriilmiis, yaklasik 30-35 giin sonra ise
genotiplerde c¢igeklenmeler baglamistir. Tiim genotiplerde c¢igeklenmenin ardindan
Nigam vd. (1990) tarafindan uygulanan melezleme teknigi kullanilarak melezlemelere
baslanmigtir. Yerfistiginda, cicekler acilmadan once tozlasma basladigi icin bitki
cogunlukla kendine tozlanir. Bunu 6nlemek amaciyla aksamiizeri ¢igeklerdeki anterler
pens yardimiyla alinarak bitkiler emaskule edilmistir. Emaskiilasyon igleminin ardindan
cigekleri takip etmek amaciyla sert bir kablo ile etiketleme yapilmistir. Tozlama islemi
ertesi giin sonra sabah erken saatlerde yapilmis olup anterler topluca ¢ekilerek, tozlanacak
cicegin stigmasi lizerine siirlilmiistiir. Bu islemin ardindan yapilan her bir melez her giin
takip edilmis ve ayn1 bolgeden cicek veya ginefor ¢ikmamasina dikkat edilmistir. Yapilan
melez eger tutmus yani ¢iceklerde dollenme basarili olmus ise déllenmeden 10-12 giin
sonra yumurtaligin altindaki doku hizla ¢ogalir ve zamanla yumurtaligi ¢cevreleyen doku
ile birleserek bir uzant:1 (ginefor) meydana getirir. Eger dollenme olmamissa melezleme
yapilan ¢icek kurur ve kopar. Yapmis oldugumuz melezlemelerde genellikle basarili
sonuglar saglanmis ve gineforlar olusmustur (Sekil 3. 3.(d)). Gineforlar uzayarak topraga
girmisler ve 8-10 giin sonra kapsiilleri olusturmaya baslamislardir.

Temmuz ay1 sonlarina dogru bitkilerde ¢igeklenme yavaslamis ve boylelikle
melezleme islemi sona ermistir. Eyliil aymin sonlarina dogru bitkilerin yapraklarinda
sararmalar meydana gelmis ve yapraklar dokiilmeye baglamistir. Ekim ayinin basinda ise
hasat igslemi gerceklestirilmistir. Hasat i¢in her saksi tek tek Once ters ¢evrilmis ve
ardindan basinglh su ile bitki kokii topraktan ayrilmistir (Sekil 3. 4. (a)). Burada amag
tutan melezlerin etiketlerinin ¢ikmasini 6nlemektir.

11
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Sekil 3. 3. (a) Emaskiilasyon, (b) toz verilmis ¢icek, (c¢) ginefor olusumu, (d) hasada
gelmis melez

12
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3.2.3. Elde edilen melezlerin hasadi ve ekilmesi

Hasat olgunluguna erisen tohumlar basingli su yardimi ile yikanarak topraktan
ayristirilmistir (Sekil 3.4. (a)). Uzerine ebeveyn isimleri yazilan kese kagitlarina konulup
ardindan kurutma firininda kurutulup viyollere tohumlarin ekimi yapilmistir (Sekil 3.4.
(b),(c)). Yapilan molekiiler analizler sonrasinda aranilan bant uzunluklarina sahip olanlar
(kendilemenin olmadig1 bagarili melezler) saksilara sasirtilmistir (Sekil 3.4. (d)).

Sekil 3. 4. (a) Melezlerin hasadi, (b) kurutulmus melezler, (c) melezlerin viyole ekimi,
(d) fidelerin sagirtilmasi

3.2.4. DNA izolasyonu

Ekilen melezlerden elde edilen fideler yeterli olgunluga erismesinin ardindan her
bir genotipten alinan gen¢ yaprak Orneklerinin Doyle ve Doyle (1990) tarafindan
gelistirilen CTAB metodu ile DNA izolasyonu gergeklestirilmistir.

CTAB metoduna gore (Doyle ve Doyle 1990);

13
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1. Bulk olarak alinan esit agirliktaki (Her bir bitki i¢in ortalama 0.1 g) yaprak
ornekleri 1.5 ml’lik ependorf tiiplerin igerisine konulmus ve iizerine 0.5 ml
igerisinde binde 5 oraninda merkaptoetanol bulunan CTAB (100 mM Tris-HCI,
1.4 M NaCl, 20 mM EDTA, %2 CTAB) tampon ¢ozeltisi ilave edilmistir.

2. Daha sonra yapraklar ependorf tlip i¢erisinde rahatga hareket ettirilebilen plastik
ezme ¢ubuklari (pestil) ile her tiip i¢in farkl: bir tane kullanilarak iyice ezilmistir.

3. Ezme isleminin ardindan DNA’larmin siviya gegmesini saglamak amaciyla
onceden sicakligr 65 °C’ye ayarlanmis olan su banyosunda Ornekler 3 saat
inkiibasyona birakilmis ve her 15 dakikada bir hafif¢ce calkalanmastir.

4. Inkiibasyondan sonra orneklerden proteinin uzaklastirilmas: igin 600 pl
kloroform-izoamil alkol (24:1) ¢6zeltisi ependorflara konularak 10 saniye kadar
hafifce ters diiz edilerek calkalanmistir.

5. Bu islemin ardindan ornekler 20 dakika boyunca 14000 rpm hizinda santrifiij
edilmigstir. Santrifiij edilen Orneklerde tiiplin alt kisminda kloroform, orta
tabakasinda protein ve iist fazinda ise DNA’nin bulundugu sivi olmak iizere {i¢
ayr1 faz goriilmistiir. Tliplin icerisinde bulunan siipernatant kisim (iist faz) 1.5
ml’lik temiz tiiplere alinmistir (yaklasik 300 pl). Bu saftha daha temiz DNA
izolasyonu i¢in bir kez daha tekrarlanmis ve ikinci tekrarda yeni tiiplere yaklasik
150 pl st faz ¢ekilmistir.

6. Bu faz igerisindeki DNA’nin ¢okmesi i¢in iizerine 500 pl hacimde -20 °C’de

bulunan soguk izoproponal konulup 10 saniye kadar hafifce ters diiz edilerek

calkalanmis ve DNA’nin daha iyi ¢okmesini saglamak i¢in 1 gece -20 °C’de
bekletilmistir.

-20 °C’den alinan 6rnekler 14000 rpm’de 10 dakika boyunca santrifiij edilmistir.

8. Bu islemin sonunda tiiplerin dibinde pelet olustugu gézlenmistir. Pelet yerinden
oynatilmadan tiiplin icerisindeki sivi bosaltilmis ve pelet {izerine -20 °C’de
bulunan %70’1ik etanolden 300 pul konularak 14000 rpm’de 5 dakika boyunca
santrifiij yapilmistir. Bu islem bir kez daha tekrarlandiktan sonra santrifiij edilen
tiiplerin dibindeki pelete zarar vermeden sivilar dikkatlice bosaltilmistir.

9. Bos tiipler ters ¢evrilmis ve 30- 40 dakika boyunca agzi acik vaziyette kurumaya
birakilmstir.

10. Kuruma isleminin sonunda tiiplerin icerisine 150 pl saf su ilave edilmis ve
DNA’larin siviya gegmesi i¢in Ornekler +4 °C’de bir gece bekletilmistir. Daha
sonrasinda ise bozulmamalari i¢in -20 °C’de saklanmustir.

~

DNA izolasyonu yapilan orneklerin DNA Kkalitelerine bakmak amaci ile her bir
bitkiden elde edilen 1 pl hacminde DNA 1 pl yiikkleme boyasi ile karistirtlarak %1°lik
agaroz jele yiiklenmistir. Elektroforez cihazinda 65 voltta 30 dakika kosan ornekler
ultraviyole 151k altinda goriintiilenmistir (Sekil 3.5 ().
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Sekil 3. 5. (a) Genotiplerin bir boliimiine ait izolasyon ve (b) izolasyon sonrasi agaroz
jel goriintiisii

3.2.5. Markerlerin belirlenmesi

Yiiksek oleik asit karakterini tasiyan genlerdeki mutasyonlar1 yiiksek verimli
cesitlere aktarmak amaciyla dnceden gelistirilen molekiiler markerler PCR analizlerinde
kullanilmigtir. Yiiksek oleik asit karakteri i¢in (Chu vd. 2007) gelistirilen markerler bu
tez ¢alismasinda kullanilmistir (Cizelge 3.3).

Cizelge 3. 3. Kullanilan molekiiler markerler

Chu vd. 2007

Marker adx Forward sekans Reverse sekans

ahFAD2A GATTACTGATTATTGAC | CCAACCCAAACCTTTCAGAG

ahFAD2B GGAGCTTTAACAACAC | ATATGGGAGCATAAGGGT

ahFAD2B CAGAACCATTAGCTTTG | CTCTGACTATGCATCAG

3.2.6. Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) analizleri

PCR, ayrilma (denaturasyon: DNA iplik¢iklerinin ayrilmas1), yapigsma (annealing:
primerlerin DNA zincirindeki komplementer olan bolgelere yapismasi) ve uzama veya
sentez (extention: DNA’ ya yapismis olan primer ile Taq polimeraz yardimiyla DNA
zincirinin sentezlenmesi) agamalarindan olusmaktadir.

Genel olarak denaturasyon sicakligr 90-95 °C, annealing sicakligir 30-60 °C ve
extention sicakligr 70-75 °C arasinda degismektedir. Belirlenen kosullar, miktar ve
oranlar her ¢caligmaya gore farklilagmaktadir.

15
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Bu tez caligmasinda daha dnceden gelistirilen markerler kullanilarak istenen gen
bolgelerinde amplifikasyonu saglamak amaciyla PCR analizleri yapilmistir. Daha dnceki
arastirmalarda uygulanmis olan PCR protokolleri (Chu vd. 2007) bu ¢alismada optimize
edilerek en iyi sonucu veren soliisyon miktar ve oranlar1 belirlenmistir (Cizelge 3.4). PCR
uygulamalar1 i¢in MyGenie-96 Gradient Thermal Cycler ve Thermo marka cihaz
kullanilmigtir (Sekil 3.6).

Sekil 3. 6. Calismada kullanilan PCR cihaz modelleri

Cizelge 3. 4. PCR karigimi i¢in kullanilan kimyasallar ve oranlari

PCR Karisim Miktar (ul) Oran
MgCI2 2 25 mM
10X buffer 2 1/10
Forward primer 1 10 pmol
Reverse primer 1 10 pmol
Taq DNA polimeraz 0,4 5 Unite
dNTP 1 2 mM
Kalip DNA 2 50 ng
ddH20 10,6 -
Toplam 20

3.2.7. PCR program

Yapilan g¢alismada kullanilan PCR i¢in gelistirilen program Cizelge 3.5'de
gosterilmistir.

16
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Cizelge 3. 5. Yiiksek oleik asit karakteri analizi i¢in PCR programi

1. Sicaklik: 94 °C  05dakika

2. Sicaklik 94 °C 30 saniye

3. Sicaklik 48,5 °C 30 saniye 35 dongii
4. Sicaklik 72 °C 01 dakika

5. Sicaklik 72 °C 07 dakika

3.2.8. Elektroferez c¢ozeltisi

Elektroforezde tampon ¢ozeltisi olarak Tris/Borate/EDTA (TBE) kullanilmistir. Bu
cozelti pH 8.3 olacak sekilde ve 10x yogunlugunda hazirlanarak 1 It suda ¢ozdiiriilmiistiir.
Bu stok ¢ozeltiden 50 ml alip 950 ml saf su ile tamamlanmis ve boylece elektroforez igin
0,5 x’lik TBE tamponu hazirlanmistir. Asagida bu ¢ozeltinin hazirlanmasinda kullanilan
kimyasallar ve miktarlar1 verilmistir;

Cizelge 3. 6. Elektroferez ¢ozeltisi kimyasallar1

v 54 g Tris base
v' 27.5 g borik asit

v 40 ml EDTA (0.5 M, pH: 8.3)

3.2.9. Jelin hazirlanmasi

PCR’da elde edilen DNA parcalariin birbirlerinden ayirt edilebilmesi ve gorsel
olarak incelenebilmesi amaciyla agaroz jel elektroforezinden yararlanilmistir. %2’lik
kullanilan agaroz jel, TBE tampon ¢6zeltisi ile bir erlen mayerde mikrodalgada 3-5 dakika
1sitilarak homojen bir karisim olacak sekilde hazirlanmistir. Sogutulan 100 ml jel igine
bantlarin UV 151k altinda goriilebilmesini saglayan 3.5 pl Ethidium Bromide (10 mg/ml)
eklenmis ve jel kalibinda hava kabarciklarinin olusmasina imkan vermeden hazirlanan jel
dokiilmiistiir. Jel kalibina DNA veya PCR 6rneklerinin yliklenebilmesi i¢in ise gerekli
olan kuyucuklar taraklarin yerlestirilmesiyle olusturulmustur. Jel tamamen donduktan
sonra tarak yavasca ¢ikarilmis ve elektroforez tankinin (Sekil 3.7) igine, jelin tist kismini
kapatacak kadar elektrolit ¢ozeltisi (0,5 x TBE) dokiilmiistiir.
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= arcrizs ! |

Sekil 3. 7. Kullanilan elektroforez tanklari

3.2.10. PCR iiriinlerinin jele yiiklenmesi ve elektroforez islemi

10 pl PCR fiirtinlerine 2 pl ylikleme boyasi eklenerek (bromophenylblue) toplamda
12 pl’lik karnisimi %2’ lik agaroz jele yiiklenmis ve 45 dakika boyunca 75 voltta
kosturulmustur. Elde edilen bantlarin molekiil agirliklarinin belirlenmesinde marker
olarak GeneRuler 100 bp kullanilmistir Olusan bantlar UV 151k altinda DNR-Minilumi
cihaziyla goriintiilenmistir (Sekil 3.8).

Sekil 3. 8. Kullanilan goriintiileme cihazi ve mikrodalga

3.2.11. Yag ekstraksiyonu

Lipitler (yaglar), bitki ve hayvanlarda bulunan ve c¢ozinirlik 6zellikleri ile
siiflandirilan maddelerdir. Lipitler suda ¢éziinmezler ama dietil eter, kloroform, karbon
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tetrakloriir, petrolyum eteri gibi organik ¢oziiciilerde ¢oziiniirler. Soksalet ekstraktorti,
1879 yilinda Franz VVon Soxhelet tarafindan icat edilen bir cihazdir. Ekstraksiyon cihazi
temelde dort boliimden meydana gelir:

Silifli cam balon

Soksalet ekstraktorii (govde)
Yogunlastirici (geri sogutucu)
Isitic1 plaka (1siticili tabla)

el NS -

Gerekli 6n islemlerden gegirilmis 6rnek ekstraktdre alinir ve yeterli miktarda
cozgen ilave edilir. Burada kullanilacak ¢6zgenin kendisi ve buharlar1 zehirli, yanici ve
patlayict olmamali, hammadeye kolay niifuz etmeli, kolay buharlagsmali, 6zgiil 1sis1,
buharlasma sicaklig1 ve viskozitesi diisiik olmali, kolay ve siirekli saglanabilmeli ve ucuz
olmalidir. Kaynama noktasinin hemen altindaki sicakliga kadar isitilir. Coziicti buharlar
yogunlastirictya ulastiginda damlalar halinde kartusun {izerine diismeye Dbaslar.
Ekstraktordeki ¢ozgen miktari sifon seviyesine ulastiginda, ¢dzgen ¢ozdiigi yag ile
birlikte balona geger. Numunedeki yagin tamami alinincaya kadar sifon yapmaya devam
ettirilmelidir.

Sekil 3. 9. Yag ekstraksiyon cihazi (soksalet)

3.2.11.1. Yag ekstraksiyonunda kullanilan ara¢ ve kimyasallar

* Soxhelet ekstraksiyon diizenegi yada cihazi
» Kartus

* Cozict (Petrol Eteri v.b.)

* Hassas Terazi

* Desikator

e Etliiv
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3.2.11.2. Numune hazirlanmasi

Yag analizi yapilacak olan yerfistig1 6rneklerinin nem icermemesi gerekmektedir.

Bu nedenle &rnekler etiivde 105 °C de 1-2 saat kurutulur. Ornek icerisinde bulunan tiim
yagt alabilmek icin yiizey alaninin olabildigince genis tutulmasi gerekmektedir.
Dolayisiyla drnekler ¢ok iyi derecede 6giitiilmelidir.

3.2.11.3. islem basamaklar

1.

ok wd

9.

10.

Hazirlanan 6rneklerden beklenen yag icerigine gore pamuk veya silizge¢ kagidina
konulan 5 gramlik 6rnekler katlanarak kartusa yerlestirilir.

Kartus ekstraktore yerlestirilir.

Analizlerde kullanilacak olan cam balonlar etiivde kurutularak dara tartimi yapilir.
Cam balona yeterli miktarda hekzan, petrol eteri veya ¢ozgen madde eklenir.
Balonlar ve geri sogutucu birbirine baglanir ve 1sitici iizerine yerlestirilir.
Coziicii yavas yavas kaynayacak sekilde sicaklik ayarlanir geri damitma hiz1 ise
yavas olacak ayarlanir.

Ornek miktar1 ve oOrneklerden beklenen yag miktarma gore ekstraksiyon
uygulanir.

Balon igersinde bulunan c¢oziicliniin ¢ogu damitilarak geri alinir. Damitma
sirasinda dikkatli olunmalidir.

Cam balonlarda kalan ¢ok az miktardaki ¢oziicliyli etiivde buharlasgtirarak sabit
tartima getirilir.

Cam balonun son agirligi kaydedildikten sonra igerisindeki yag miktari agagidaki
formiilden hesaplanir.

3.2.11.4. hesaplama

Kuru madde iizerinden kiitlece %Y ag Miktar1:

=100 x (X2 - X1) /X0

X0:Deney numunesinin kiitlesi

X1:Ekstraksiyon balonunun darasi, g

X2:Ekstraksiyondan sonra yag ve balonun birlikte kiitlesi, g
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4. BULGULAR VE TARTISMA

Yapilan melezleme programina gore elde edilen F2 genotiplerine ve ebeveynlerine
ait yag analizi sonuglar1 Cizelge 4.1 ve Cizelge 4.2 gosterilmistir. Yag asitleri analizi
sonuglar1 ve ortalamalar1 ise Cizelge 4.3’ de gosterilmistir.

Cizelge 4. 1. iki numarali hattan elde edilen F2 genotiplerinin yag analizi

Hat 2
Fistik Toplam Yag ..

Sira Agirhk Jalon agFljrllk aglrl%k Yiizde (%0)
1 5,04 129,8 132,35 2,55 50,6
2 5,11 134,12 136,75 2,63 49,9
3 3,11 148,04 149,46 1,42 45,7
4 5,17 134,24 136,82 2,58 49,9
5 5,09 161,23 163,7 2,47 48,5
6 5,24 149,33 151,85 2,52 48,1
7 5,01 129,8 132,43 2,63 52,5
8 51 134,12 136,73 2,61 51,2
9 5,11 129,82 132,5 2,68 52,4
10 5,02 129,86 132,4 2,54 50,6
11 5,07 134,1 136,45 2,35 46,4
12 2,5 148,08 149,29 1,21 48,4
13 4,6 134,12 136,42 2,3 50,0
14 5,00 134,12 136,65 2,53 50,6
15 5,06 148,04 150,59 2,55 50,4
16 5,08 134,24 136,72 2,48 48,8
17 5,03 161,23 163,73 2,5 49,7
18 5,01 134,26 136,62 2,36 47,1
19 5,05 148,08 150,52 2,44 48,3
20 5,00 156,37 158,93 2,56 51,2
21 5,00 162,92 165,3 2,38 47,6
22 5,00 146,23 148,54 2,31 46,2
23 5,05 172,33 174,65 2,32 45,9
24 5,00 140,56 143,04 2,48 49,6
25 5,08 129,8 132,39 2,59 51,0
26 4,58 134,35 136,49 2,14 46,7
27 5,01 148,04 150,53 2,49 49,7
28 5,01 134,3 136,89 2,59 51,7
29 5,00 161,4 163,87 24,87 49,4
30 5,06 161,25 163,77 2,52 49,8
31 5,00 148,35 150,62 2,27 45,4
33 5,02 149,33 151,86 2,53 50,4
34 5,15 134,24 136,92 2,68 52,0
35 5,12 161,23 163,5 2,27 443
36 5,09 172,5 175,07 2,57 50,5
37 5,00 140,63 143,12 2,49 49,8
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Cizelge 4.1°in devami

NC7

5,07

148,32

150,55

2,23

440

HOG

3,63

134,25

136,11

1,86

51,2

Cizelge 4. 2. Ug numarali hattan elde edilen F, genotiplerinin yag analizi

Hat 3
Fistik Toplam Yag
Sira Agirhk | Jalon agirhk agirhk Yiizde(%)
1 3) 129,83 132,38 2,55 51,0
2 3) 134,22 136,34 2,12 42,4
3 1,47 148,1 148,84 0,74 50,3
4 4,12 134,31 136,33 2,02 49,0
5 5,08 161,32 163,51 2,19 43,1
6 5,1 149,42 151,95 2,53 49,6
7 5,06 129,8 132,25 2,45 48,4
8 5,05 148,39 151,06 2,67 52,9
9 5,05 156,62 159,12 2,5 49,5
10 5,03 163,2 165,72 2,52 50,1
11 5,13 146,84 149,1 2,26 44,1
12 5,06 172,86 174,98 2,12 41,9
13 5,04 141,23 143,63 2,4 47,6
14 5,05 129,85 132,45 2,6 91,5
15 5,05 134,15 136,6 2,45 48,5
16 5,09 129,85 132,58 2,73 53,6
17 5,03 134,35 136,66 2,31 45,9
18 5,08 129,85 132,58 2,73 53,7
19 5,05 148,12 150,59 2,47 48,9
20 5,05 148,4 150,93 2,53 50,1
21 3) 156,46 158,99 2,53 50,6
22 5,05 162,93 165,52 2,59 51,3
23 4,2 148,39 150,43 2,04 48,6
24 5,05 172,39 175,05 2,66 52,7
25 3,6 140,62 142,13 1,51 419
26 5,02 130,14 132,42 2,28 45,4
27 5,03 134,15 136,73 2,58 51,3
28 5,03 148,19 150,74 2,55 50,7
29 5,01 162,96 165,25 2,29 45,7
30 5,05 161,32 163,57 2,25 44,6
31 5,04 149,5 151,8 2,3 45,6
32 5,07 148,3 150,84 2,54 50,1
33 5,02 156,86 159,06 2,2 43,8
34 5,05 162,9 165,52 2,62 51,9
35 5,09 146,25 148,42 2,17 42,6
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Cizelge 4.2’ nin devami

137,02

36 5,07 134,34 2,68 52,9
37 5,08 140,55 142,69 2,14 42,1
38 5,02 129,9 132,35 2,45 48,8
39 5,09 134,12 136,51 2,39 47,0
40 5,11 148,07 150,58 2,51 49,1
41 5 1343 136,64 2,34 46,8
42 5,02 161,3 163,69 2,39 47,6
43 5,09 149,36 152,02 2,66 52,3
44 5,03 148,42 150,98 2,56 50,9
45 5,09 1725 174,77 2,27 44,6
46 2,2 162,99 164,06 1,07 48,6
47 51 140,7 142,95 2,25 44,1
48 5,09 172,4 175,01 2,61 51,3
49 5,08 140,72 142,94 2,22 43,7
50 5,02 129,88 132,5 2,62 52,2
51 5,01 134,13 136,73 2,6 51,9
52 5,04 148,16 150,5 2,34 46,4
53 51 134,3 136,95 2,65 52,0
54 5,04 161,33 163,87 2,54 50,4
55 5,05 149,41 152 2,59 51,3
56 5,01 148,3 150,63 2,33 46,5
57 5,04 156,34 158,87 2,53 50,2
58 5,02 162,99 165,12 2,13 42,4
NC7 5,07 148,32 150,55 2,23 44,0
HOG 3,63 134,25 136,11 1,86 55,6
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Cizelge 4. 3. Yag asidi(%) analizi yapilan 6rnekler (NC-7XHOG, yiiksek oleik asit
icerikleri koyu renk ile gosterilmistir.)

C16:0 C18:0 C18:1n9c | C18:2n6c | C20:4n6 |C20:1n9 [C22:0
Genotipler |PaImitik |Stearik |0\ [Linoleik | Arasidoni ‘E‘;ktlseno Behenik

asit asit asit k asit . . asit

ik asit

74l 7.4 29 705 11,2 3.4 1,6 3,0
2-4 8.4 26 55,4 25.4 3.4 1,8 31
25 8,9 24 48,4 333 3,0 1,7 2.4
2-7 8,5 35 56,6 24.4 37 1,2 2.1
2-8 9,2 2.8 46,7 34.6 33 1,3 2.1
2-9 7.9 3,0 58,4 232 35 1,6 25
2-14 8,6 28 56,8 247 33 14 25
2-17 9.3 2.8 44.2 37,0 33 1,3 2.2
2-29 8,0 34 615 20,2 35 14 2.0
2-31 6,2 3.2 788 4,9 35 14 2,0
3-6 6,5 24 80,3 4,9 1,2 2.0 2.8
3-7 6,2 23 80,4 5,0 1,3 2,0 2.9
3-11 9.3 27 60,1 225 14 1,3 2.7
HOG 6.8 26 79.7 4,6 1,3 2.1 3,0
NC7 8.9 5.3 65,3 15,8 1,8 09 2.1
Eﬁe"ey“ 79411 39414725472 10245615402 |1.5+0.6 |2,5=0.4
Melezort |8,0+0,3|2,8+0,1 |61,4+35 |20,9+3,129+03 |1,540,1 |2,5=0,1

F, generasyonunda hasat isleminden sonra genotiplere ait tohumlardan 6rnekler
alinmig ve yag ve yag asiti analizleri gergeklestirilmistir. Bu genotipler icerisinden oleik
asit miktar1 yiiksek ¢ikan genotiplerin diger yag asitleri sirasi ile incelenmistir.

Oleik asit agisindan 3 numarali hatta yer alan 7 numarali genotip %80,4 ile en
yiiksek degere sahip olarak kaydedilmistir. Bu genotipin diger yag asitleri acisindan
inceledigimizde; en diisiik palmitik asit (%6,2) miktarini tagiyan iki genotipten biri olan
ve en diisiik stearik asit (%2,3) ile en disiik iki genotipten biri iken, linoleik asit (%5),
arasidonik asit (%1,3), cis-11-eykosenoik asit (%2), behenik asit (%2,9) oranlari ile diger
genotiplerin yag asitlerine yakin degerler gostermektedir. Baska bir deyisle 7 numarali
genotip oleik asit (%80,4) agisindan en yiiksek orani gosterirken, palmitik asit (%6,2)
acisindan en diisiik genotip olarak 6n plana ¢ikmaktadir.

7 numarali genotipi oleik asit bakimindan %80,3 ile 3 numarali hatta yer alan 6
nolu genotip takip etmektedir ve bu genotipi diger yag asitleri yoniinden inceledigimizde
ise; aragidonik asit (%1,2) bakimindan en diisiik degere sahip genotip olarak karsimiza
cikmakta ve palmitik asit (%6,5), stearik asit (%2,4) linoleik asit (%4,9), cis-11-
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eykosenoik asit (%2), behenik asit (%2) oranlar1 ile de diger genotiplerin yag asitlerine
yakin degerler gostermektedir.

3 numarali hattan elde edilen 6 numarali genotipi oleik asit bakimindan %78,8 ile
2 numarali hatta yer alan 31 numarali genotipin takip ettigi goriilmektedir. Bu genotipi
diger yag asitleri yoniinden inceledigimizde ise; palmitik (%6,2) ve linoleik (%4,9) asit
en diisiik miktara sahip genotip olmakta ve stearik asit (%3,2), arasidonik asit (%3,5), cis-
11-eykosenoik asit (%1,4), behenik asit (%2) oranlari ile diger genotiplerin yag asitlerine
yakin degerler gostermektedir.

2 numarali hattan elde edilen 31 numarali genotip ise %70,5 oleik asit yiizdesi ile
2 numaralt hattin 1 numarali genotipi takip etmektedir. Diger yag asitleri agisindan
incelendiginde behenik asit (%3), linoleik asit (%11,2) en yiiksek ve bunlarin yani sira
palmitik asit (%7,1), stearik asit (%2,9), arasidonik asit (%3,4), cis-11-eykosenoik asit
(%1,6) oranlar ile diger genotiplerin yag asitlerine yakin degerler gostermektedir.

Oleik asit miktar1 en yiiksek olan genotipte stearik asit (%2,3) miktar1 analiz
yapilan genotipler icerisinden en diisiik olarak belirlenmistir. Bunlarin yami sira
ebeveynlerin oleik asit miktari ise sirasiyla NC-7 ve HOG igin %65,3 ve %79,7°dir. Oleik
asit miktar1 en yiiksek olan genotipin linoleik asit miktarinin en az olmadigini ve bu da
oleik asit seviyenin halen arttirilabilecegini gostermektedir.

Yiiriitiilen bu tez calismasinda kullanmis oldugumuz yerfistigi tohumlar1 sera
kosullarinda ekilmis (Sekil 1. (a)) ve resiprokal melezleme sonrasi bir¢ok Fi elde
edilmistir. Melezlerin gercek melez olup olmadigini anlamak i¢in heniiz iki haftalik F1
bitkilerinden yaprak 6rnegi alinmigtir. Her meleze ait yaprak drneklerinden izole edilen
DNA'lar CAPS markeri ile analiz edilmis ve yiiksek oleik asiti kontrol eden genlerdeki
(ahFAD2A ve ahFAD2B) mutasyonlarin aktarilip aktarilmadigi kontrol edilmistir. Eger
yiiksek oleik asit allelini igeren bantlar elde edildi ise o melezin gergek oldugu, eger ilgili
bant elde edilmedi ise melez yerine kendilemenin gergeklestigi belirlenmistir. Buna goére
F2 genrasyonuna ilerletilecek F1 genotipleri belirlenmistir. F1 genotipleri, Sekil 4.1" deki
jel analizinden goriilecegi tizere Chu vd. (2007) tarafindan gelistirilen CAPS primerleri
kullanilarak analiz edilmistir.

| | | |
florunner x HOG florunner xhog NC-7XHOG NC-7XHOG NC-TXHOG  NC-TXHOG

Sekil 4. 1. FLORUNNER X HOG ve NC-7 X HOG Fllerinden kurulu PCR
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1I00HOGNC7 1 2 3 4 5
bp

Sekil 4. 2. NC-7 X HOG melezlemesinden elde edilen F1 genotiplerinin agaroz jeldeki
goruntiisu

Chu vd. (2007) tarafindan gelistirilen CAPS markerlerden ahFAD2A ve ahFAD2B ile
gerceklestirilen PCR’lardan elde edilen iirtinler sirasiyla Hpy991 ve Hpy188lI restriksiyon
enzimleri ile kesim islemine tabi tutulmustur. Elde edilen iirlin %2’lik agaroz jelde
goriintiilenmis ve ahFAD2A igin 816 bp ve ahFAD2B i¢in 550 bp uzunluklarinda bant
vermesi beklenmekle birlikte kullanilan primerle uyumlu sonuglar elde edilememistir.
Molekiiler analiz ¢aligmalarinda ¢ok iyi bilindigi tizere, molekiiler markerler ¢ogu zaman
gelistirildikleri popiilasyona 6zgii olabilmektedirler. Chu vd. (2007) tarafindan CAPS
markerlerinin gelistirildigi popiilasyon (SunOleic 97R ve bazi diger mutantlar) ile bu
calismada kullandigimiz yiiksek oleik asit (HOG) materyalinin biiyiik olasilikla farkli
kokenlerden temel almasi nedeniyle primer analizlerinden anlamli sonuglar ¢ikarmak tek
basina bu markerin kullanimi ile miimkiin olamamistir. Bu nedenle Chen vd. (2010)
tarafindan gelistirilen allel spesifik (F435F, FA35INSR) markerler hem F1 genotiplerinde
melezlerin dogrulugu icin hem de F2 genotiplerinde yiiksek oleik asitli bireylerin
tespitinde kullanilmistir.

26



BULGULAR VE TARTISMA M.POLAT

HOG NC-7 (2-1) (24 @25 @7 (2-8 (2|-9)

| | | |
HOG NC-7 (2-14) (2-17) (2-29) (2-31) (3-6) (3-7)

Sekil 4. 3. F2 generasyonundaki genotiplerin ahFAD2B markeri ile yapilan PCR analiz
goruntusu

F2 genotipleri i¢in yapilan molekiiler analizlerde kullanilan bir bagka primer grubu
olan ve Chen vd. (2010) tarafindan gelistirilen allel spesifik (F435F, F435INSR)
primerler ile yapilan analizler sonucunda ise sirasiyla 193 ve 205 bp bant uzunluklarina
sahip genotipler belirlenmistir (Sekil 4.4.).

[ [ [ [
HOG NC-7 2-1) (2-31) (3-6) (3-7)

Sekil 4. 4. Allel spesifik primerleri ile kurulan PCR’1n jel goriintiisii
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Yapilan molekiiler analizler sonrasinda elde edilen agaroz jel, soksalet ve (GC)
gaz kromatografisi sonuglarinda 2 ve 3 numarali hatlardan elde edilen 95 genotip
icerisinden hangilerinin yiiksek oleik asit i¢erigine sahip oldugu belirlenmistir (Cizelge
4.3.). Chu vd. (2007) tarafindan gelistirilen markerlar ile yapilan PCR analizleri
sonucunda bazi1 genotiplerin bant verdigi bazi genotiplerin ise agilim gosterdiginden
dolay1 bant vermedigi gbzlemlenmistir. Buna benzer yapilan ¢alismada Janila vd. (2016)
dort genotipten elde ettikleri 103 Fi icersinden 55 bireyde ayni bantlarin oldugunu
gozlemlemislerdir. Ve bu 6rnekler igerisinde oleik asit miktarini %82’ye ¢ikarmiglardir.
Yapmis oldugumuz g¢alismada 95 genotip igerisinden yag asitleri analizi yapilan 15
genotipin ebeveynler dahil bazilarinin oleik asit miktar1 yaklasik %81’e ¢iktigi
gbozlemlenmistir.

Oleik asit miktarin1 arttirmaya yonelik yapilan benzer ¢alismalardan biri; Zhao
vd. (2016) tarafindan ele alinmis olup yiiksek oleik asitli hat ile yiiksek verimli hattin
melezlenmesi sonucu elde ettikleri 179 genotip icerisinden 18 genotipin yiiksek oleik
asitli oldugu ortaya konmustur. Bu islemde molekiiler olarak yiiksek oleik asit igerigine
sahip genotipler KASP (Kompetitive Allele Specific PCR) markeri kullanarak
belirlenmistir.

Janila vd. (2015) ele aldiklar1 g¢alismada yapmis olduklari melezlemeler
(ICGV06110 X SunOleic95R, ICGV06142 X SunOleic95R ve ICGV06420 X
SunOleic95R ) ile oleik asit karakterini kontrol eden nokta mutasyonlart yiiksek verimli
cesitlere aktarmay1 hedeflemisler ve agilan populasyonlarda oleik asit miktarint %81.3” e
¢ikarmiglardir. Yiiriitmiis oldugumuz ¢aligmada ise buna paralel olarak oleik asit miktari
benzer oranlara ¢ikarilmistir.

Chen vd. (2010) yapmis olduklar1 ¢alismada yaptiklari melezlemeler ile elde
edilen 16 genotip igerisinden 4 genotipin oleik asit miktarin1 %74,8-81,3-80,3 ve 80,5’e
cikarmiglardir.

Wang vd. (2014) yapmis olduklari ¢alismada Rihua 1 ve Rosy Red adli
genotiplerden elde ettikleri 180 adet F» ve ebeveynlerini yag asitleri agisindan NIRS
kullanarak kiyaslamiglardir. Bu melezler igersinden segtikleri 20 genotip igerisinden 12
tanesinin oleik asit miktarinin %72’nin altinda olmadigimi en yiiksek olanin %80,7
oldugunu tespit etmislerdir. Sunmus oldugumuz bu calismada ise yapmis oldugumuz
melezlemeler neticesinde ulasilan F2 bitkileri igerisinden ¢ok sayida yiiksek oleik asitli
genotipin elde edildigi ve yag asitleri analizine tabii tuttugumuz 13 genotip igerisinden 5
tanesinin oleik asit miktarmin en diisiik %70,5 ve en yliksek %80,3 oldugu goriilmistiir.
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5. SONUCLAR

Bu yiiksek lisans tez ¢calismasinda 3 genotipten (NC-7, HOG ve Florunner) olusan
genetik materyalin 6nceden bilinen 6zelliklerine gore melezlemeler yapilmis ve elde
edilen F1'ler yiiksek oleik asit karakterini takibini miimkiin kilan markerler ile taranarak
ilgili allel varligina gore melezlerin dogrulamasi yapilmistir. F2 generasyonundaki doller
tekrardan molekiiler olarak analiz edilmis ve yiiksek oleik asit allellerini i¢eren bireyler
tespit edilmistir. Baz1 F, dollerinde yapilan yag asitleri analizi ile marker analiz sonuglari
dogrulanmustir.

Bu ¢alismada tutturulan ve yetistirilebilen melez kombinasyonlarindan olan NC-
7 X HOG’ a ait F1 ve F> dolleri ahFAD2A ve ahFAD2B primerleri ve F435F, FA35INSR
ve F435SUBR allel spesifik primerler ile analiz edilmistir. Protokol geregi PCR sonrasi
yapilan restriksiyon enzimleri kesim neticesinde ahFAD2A ve ahFAD2B markerlerinden
tutarli sonu¢ alinamazken, F435F, F435R ve F435SUBR allel spesifik markerlerinden
anlamli sonuglar elde edilebilmistir.

NC-7, HOG ve Florunner genotiplerinin farkli kombinasyonlarindaki
melezlerinden bu yiiksek lisans tez ¢alismasinin amacina uygun olarak 2 (NC-7 X HOG
1 Kombinasyon) ve 3 (NC-7 X HOG 2 Kombinasyon) numarali ger¢ek melez F»
popiilasyonlari elde edilmistir. Bitkinin toprak {istiinde ¢icek iiretirken meyvelerini toprak
altinda iiretmesi melezlemelerin ¢ok asir1 hassasiyet ve 6zende yapilmasini gerektirmistir.
Buna ragmen melez tutturma oranmi ¢ok diisik oldugundan ¢ok sayida melez
kombinasyonu icerisinden amaca uygun 2 nitelikli melez poptilasyonu elde edilebilmistir.
Bu iki kombinasyondan toplamda 95 F bireyi elde edilmis ve tamamu yiiksek oleik asit
karakteri bakimindan ilgili markerlerle analiz edilmistir.

Molekiiler analizlerden elde edilen sonuglara gore; 37 genotipten olusan 2
numarali hat i¢erisinden tohum iriligine gore rastgele segilen 10 genotipin 2 tanesi ve 58
genotipten olusan 3 numarali hat icerisinden rastgele secilen iri daneli 3 genotipten 2
tanesinin yiiksek oleik asit karakterini tagidiklar1 goriilmistiir. Teyit amach yapilan yag
asidi analizleri neticesinde de oleik asit miktarinin %40-50 (NC-7 diizeyi) seviyesinden
%70-80 (HOG diizeyi) seviyesine ¢iktig1 tespit edilmistir.

Ulkemizde yiiksek oleik asit karakterine sahip yerfistg cesidimiz
bulunmamaktadir. Yiiksek oleik asitli yerfistig1 Uirtinlerine 6zellikle ¢ikolata ve biskiivi
endiistrisi tarafindan yogun talep olmasina ragmen mevcut eksiklik yapilan ithalat ile
giderilmeye calisilmaktadir. Bu tez ¢alismasi ile yiiksek oleik asitli yerfistig1 cesidi
gelistirilmesi konusunda ilk adimlar atilmis bulunmaktadir. Bu amag i¢in bir popiilasyon
olusturulmus ve molekiiler olarak yiiksek oleik asitli bireyler tespit edilmistir. Rutin
olarak takip edilecek geri melezlemeler ve diger koldan takip edilecek kendilemeler ile
saf ve yiiksek oleik asitli yerli bir ¢eside ulasmak s6z konusu olabilecektir.
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