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OZET

YERFISTIGINDA (Arachis hypogaea L) MUTAGEN UYGULAMASI iLE
AGRO-MORFOLOJIK VARYASYONUN OLUSTURULMASI VE TILLING
METODU KULLANILARAK YAG ASiDi SENTEZi VE ALERJINITEDEN
SORUMLU GENLERDEKI TEK BAZ DEGIiSIKLIKLERININ BELIRLENMESI

Kiirsat KARAMAN
Yiiksek Lisans Tezi, Tarla Bitkileri Anabilim Dali
Damisman: Dog¢. Dr. Engin YOL
Haziran 2019; 71 sayfa

Yerfistigi (Arachis hypogaea L.) igerdigi yiiksek yag ve protein orani ile
diinyada kiiltiirii yapilan 6nemli bir yagh tohum bitkisidir. Bu ¢aligmada yerfistiginin
tohum Kkalitesinin artirtlmasi amaciyla TILLING c¢alismasi yiiriitiilmiistiir. Genetik
kaynak olarak iilkemizde yaygin olarak yetistirilen NC-7 yerfistig1 ¢esidi kullanilmistir.
Varyasyon olusturma amaciyla bu ¢esidin tohumlar1 %0,4 ve %1,2 etil metan siilfanat
(EMS) mutageni ile muamele edilmis ve ardinda tohumlar M; popiilasyonu olusturmak
amaciyla tarla sartlarinda ekilmistir. M; popiilasyonundan elde edilen tohumlar M;
popiilasyonu i¢in sera sartlarinda yetistirilmis ve yapraklardan numuneler alinarak DNA
izolasyonu yapilmistir. Caligmada alerjiniteden sorumlu genler ara h 1.01, ara h 1.02,
ara h 2.01, ara h 2.02 ve yag asit sentezinden sorumlu genler ah FAD2A ve ah FAD2B
TILLING metodunda kullanilmak {tizere secilmistir. Belirlenen gen bolgeleri igin
gelistirilmis markerler kullanilarak PCR ile tarama yapilmis ve heterodupleks PCR ile
prosediire devam edilmistir. Fragment Analyzer'™ cihazinda potansiyel mutant
genotipler belirlenmis ve bu genotiplere ait PCR iiriinleri dogrulama i¢in sekanslamaya
gonderilmistir. Sekanslama sonuglarma gore alerjiniteden sorumlu genlerde mutasyon
yakalanamamistir. Ancak yag asidi sentezinden sorumlu ah FAD2A ve ah FAD2B
genlerinde beklenen mutasyonlar yakalanmistir. %0,4 EMS M, popiilasyonunda ah
FAD2A geni i¢in 1 SNP/317 kb, %1,2 EMS M; popiilasyonunda ah FAD2B geni i¢in 1
SNP/466 kb mutasyon frekansi hesaplanmistir. BOylece yiiriitiilen tez g¢alismasi ile
yiiksek oleik/linoleik oranina sahip potansiyel genotipler gelistirilmistir. Bu mutant
genetik kaynaklar ileri yerfistigi 1slah ¢alismalarinda yiiksek oleik asitli gesitler
gelistirmek amaciyla kullanilabilecektir. Ayrica bu yliksek lisans tezi ile farklh
calismalarda kullanilmak {lizere M, popiilasyonu gelistirilmistir. Bu ¢alisma iilkemizde
yerfistig1 bitkisi lizerine yiiriitiilen ilk TILLING ¢aligmasidir.
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ABSTRACT

DEVELOPING OF AGROMORPHOLOGICAL VARIATION BY MUTAGENIC
TREATMENTS AND DETERMINATION OF SINGLE NUCLEOTIDE
POLYMORPHISMS IN GENES RESPONSIBLE FOR MAJOR ALLERGENS
AND FATTY ACID SYNTHESIS BY TILLING METHOD IN GROUNDNUT

Kiirsat KARAMAN
MSc Thesis in Department of Field Crops
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Engin YOL
July 2019; 71 pages

Peanut or groundnut (Arachis hypogaea L.) includes high oil and protein content
and is cultivated worldwide. The present thesis was conducted to improve its seed
quality with the TILLING method. The groundnut variety, NC-7, which is widely
grown in Turkey was used as a genetic resource. The seeds of this variety were treated
with 0.4% and 1.2% ethyl methane sulfanate (EMS) mutagen for variation, and seeds
were planted under field conditions to form M; population. The seeds obtained from the
M; population were grown under greenhouse conditions for M, population and DNA
samples were taken from the leaves. In the study, the genes responsible for allergenicity
(ara h 1.01, ara h 1.02, ara h 2.01, ara h 2.02) and fatty acid synthesis genes (ah
FAD2A and ah FAD2B) were selected for TILLING method. PCR screening was
performed using markers developed for the identified gene regions and procedure was
continued with heteroduplex PCR. Potential mutant genotypes were identified on the
Fragment Analyzer™ and PCR products of these genotypes were sequenced for
verification. According to the sequencing results, mutation was not detected in the
genes responsible for the allergen. However, expected mutations in the ah FAD2A and
ah FAD2B genes responsible for fatty acid synthesis were detected. The mutation
frequency was estimated 1 SNP / 317 kb for the ah FAD2A gene in the 0.4% EMS M,
population and 1 SNP / 466 kb for the ah FAD2B gene in the 1.2% EMS M, population.
Thus, potential genotypes with high oleic / linoleic ratio were developed by the thesis
study. These mutant genetic resources can be used to develop varieties with high oleic
acid in advanced groundnut breeding studies. In addition, M, population has been
developed for different researches. This is the first TILLING study on groundut crop in
Turkey.

KEYWORDS: Allergen, EMS, Groundnut, Linoleic Fatty Acid, Mutation, Oleic Acid,
Peanut
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ONSOZ

Yerfistigi onemli bir yag ve protein kaynagidir. Ayrica yetistigi iilkelerde
ciftciler i¢in mithim bir gelir kaynagi olusturmaktadir. Yiiksek yag icerigine sahip
yerfistigl cesitleri, yag endiistrisi i¢in ve Ozellikle de yerfistiginin biiyiik bir kismini
yemeklik yagi i¢in isleyen gelismis lilkelerde oldukc¢a Snemlidir. Ancak iilkemizde
yerfistig1 genelde gerezlik olarak yetistirilmekte ve neredeyse yok denecek kadar az bir
miktar yag sanayisinde degerlendirilmektedir. Ulkemizin mevcut bitkisel yag acig1 goz
Oniine alindiginda bu alanda yapilacak her tiirlii iyilestirmeler 6nem kazanmaktadir.
Dolayisiyla tohumlart %48-50 arasinda yag igeren yerfisiginin yag Kkalitesini
iyilestirecek her tiirlii calisma bir katma deger yaratarak iilkemiz acisindan faydali
olacaktir. Bu nedenle bu tez calismasinda yerfistiginin yag kalitesini artirmak amaciyla
EMS mutageni ile varyasyonlar olusturulmustur. Olusturulan varyasyonlarda alerjen
genler ve tohum oleik/linoleik yag asit oranimi belirleyen genler TILLING metodu
kullanilarak taranmistir. Tez ¢alismasinda yiiksek oleik/linoleik 6zelligine sahip mutant
genotipler tanimlanmistir. Bu 06zeligi tasiyan genotiplerin yaglar1 icerdikleri yiiksek
tekli doymamis yag asitlerinden dolayr hem kardiyovaskiiler agidan daha sagliklidir
hem de oksidasyona dayanikli olduklari i¢in daha uzun raf Omriine sahiptir. Tespit
edilen bu genotipler yerfistig1 1slah programlarinda bu o6zellikleri i¢cin melezlemede
kullanilarak mevcut germplasmlar iyilestirilebilir. Ayrica tez ¢alismasi ile olusturulan
TILLING popiilasyonu da bir sonraki calismalar ig¢in Yyeni bir genetik kaynak
sunmaktadir.

Tez calismasini FYL-2017-2990 nolu proje ile destekleyerek maddi imkan
saglayan Akdeniz Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimine ve
tez galismasinda popiilasyonlarin yetistirilmesi i¢in gerekli olan saha ve molekiiler
analizler icin laboratuvar ve ekipmanlari saglayan Akdeniz Universitesi Tarla Bitkileri
Boliimiime tesekkiir ederim.

Tez calismasinda bilgisiyle, tecriibesiyle, disiplini ile her tiirlii katkiyr veren;
konusuna hakimiyetiyle, vizyon sahipligiyle bana yol gosteren, molekiiler 1slah
caligmalarina giris yapmami saglayan danigman hocam Saym Dog. Dr. Engin YOL’a
sonsuz tesekkiir ederim.

Yiiksek lisans derslerindeki molekiiler genetik ve 1slah bilgisi ile bana konuyu

sevdiren, motivesi ile bu konuda daha da fazla calisma sevki asilayan Sayin Prof. Dr.
Biilent UZUN’a tesekkiir ederim.

Yiiksek lisans tez yapmam konusundabana vesile olan, yiiksek lisans

derslerindeki 1slah ve tahillar konusunda genis bilgisiyle bana yol gosteren Sayin Prof.
Dr. Taner AKAR’a tesekkiir ederim.

Tez siireci boyunca hem saha ¢alismalarinda hem de laboratuvar ¢alismalarinda
biiytik katkilar veren, higbir yardimlarini esirgemeyen, her tiirlii desteklerini veren Sayin
Zir. Miih. Sibel KIZIL’a, Saym Zir. Mith. Merve BASAK’a, Sayin Zir. Yiiksek Miih.
Volkan GUCLU ve Sayn Zir. Yiiksek Miih. Riistem USTUN’e ¢ok tesekkiir ederim.

Tez konusunda beni hep destekleyen, mesleki tecriibeleri ve bilgileriyle bana yol
gosteren, Anadolu Efes Konya Fabrikasi Tarmmsal Uriin Gelistirme Departman



Yoneticisi Sayn Zir. Mih. Tayyib ARSLAN ve Operasyon Miidirii Sayin Dr. Ahmet
ENGIN’e tesekkiir ederim.

Ve tabi ki beni her zaman destekleyen biricik anneme ve kardesime tesekkiir
ederim.
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GIRIS K. KARAMAN

1. GIRIS

Kiltiirti yapilan yerfistigi (Arachis hypogaea L.) 6nemli bir yag ve protein
kaynagidir. Ayrica yetistigi iilkelerde c¢iftciler icin miihim bir gelir kaynagidir.
Baklagiller familyasina ait olan bu bitki, 40° Kuzey ve 40° Giliney enlemleri arasinda
100°den fazla iilkede yetistirilmektedir (Liao ve Holbrook 2007). 2017 yil1 i¢in kiiresel
tiretim miktar1 yaklagik 120 iilkede 27,9 milyon hektar (mil. ha) alandan elde edilen
47,1 milyon ton (mil. t) iirlindiir. Asya kitast en 6nemli iiretim bolgesidir. Bu bolgedeki
Cin ve Hindistan 2017 yilinda sirasiyla, 17,1 mil. t ve 9,2 mil. t tiretim miktarlar ile
kiiresel liretime onemli derecede katki saglamaktadirlar. Asya kitasindan sonra Afrika
kitas1 ikinci biiylik yerfistig1 tiretim bolgesidir. Bu bolgede ise Nijerya 2,4 mil. t ve
Sudan 1,6 mil. t iiretimleriyle bolgedeki onemli iireticilerdir. Afrika kitasini ise liretim
miktart bakimindan Amerika kitas1 izlemektedir. Amerika kitasinda da Amerika
Birlesik Devletleri 3,2 mil. t ve Arjantin 1,0 mil. t iiretim degerleri ile bolgenin 6nemli
yerfistig1 lreten tlkeleridir (FAO 2019). Asya ve Afrika’da yerfistigt ¢ogunlukla
kaynaklar1 dar olan c¢iftciler tarafindan yetistirilir. Yerfistig1 yetistiriciliZi ABD ve
Avustralya gibi birkag¢ iilkede mekanizasyon ile gergeklestirilirken diger iilkelerde elle
yapilmaktadir (Liao ve Holbrook 2007). Yerfistig1 verimi bolgeden bolgeye, iilkeden
iilkeye olmak tizere ¢ok degiskenlik gostermektedir. Afrika kitasi en biiyiik ikinci
yerfistigi iireticisi konumunda olmasina ragmen ortalama 1 t/ha verimi ile Asya (2,1
t’/ha) ve Amerika’ya (3,7 t/ha) kiyasla en diisiik verim ortalamasina sahiptir. Bati
Afrika’da, Nijer’in yerfistig1 verimi 0,5 t/ha iken, Senegal ve Nijerya’da ise 1,0 t/ha’dur.
Ozellikle bu kitada iilkeden iilkeye ¢ok biiyiik verim farkliliklar bulunmaktadir. Asya’da
ise Cin’in yerfistig1 verim ortalamasi 3,7 t/ha olmasina karsin bu deger Hindistan’da 1,7
t/ha’dir (FAO 2019). Kiiresel yerfistiginin %90’ ninin iretildigi bolgeler yagislarin
ongoriilemez oldugu yar1 kurak tropik boélgeler olup bu bolgelerdeki sik kuraklik
durumlar1 verimdeki dengesizligin onemli nedenlerinden biri olarak goziikmektedir.
Dogal olarak yerfistigi yagisli sezonlarda yetistirilmeye calisilir ve yilda bir kez
ekilebilmektedir. Ancak Asya’da iklimin el verdigi durumlarda (uygun sicakliklarda)
sulama yapilarak ya da uygun toprak nemi ile yerfistig1 yilda iki veya ii¢ kez
ekilebilmektedir (Nigam ve Aruna 2008). Dwivedi vd. (2003)’e gore, kiiresel
yerfistigimin diretiminin yaklasik %530 yag tretimi i¢in, %32’si gida amagh tane
tretimi igin, geriye kalan %15’ de tohum iretiminde ve hayvan beslemesinde
kullanilmak iizere degerlendirilmektedir (Liao ve Holbrook 2007). Bu oranlara
bakilarak, yerfistig1 bitkisinin 6nemli bir yagli tohum bitkisi oldugu sdylenebilir. Liao
(2001)’e gore, yerfistiginin mevcut bu kullanim oranlarinda yakin gelecekte ¢ok fazla
degisiklik gostermesini beklenmemektedir.

Ulkemizde yerfistig1 son on yilda (2009 yilinda iilkemizde 25,3 bin ha alandan
90 bin t {iriin alimmustir) tiretimini yaklasik ikiye katlayarak 2018 yilinda 44,3 bin ha
alandan 3,9 t/ha verim almmistir. En fazla yerfistig1 iiretimi (Tiirkiye’nin yaklasik
%84’niin) Adana ve Osmaniye illerinde gerceklesmektedir. Bu iki ilin 2018 tiretimleri
sirastyla 98,8 bin ton ve 47,6 bin tondur (TUIK 2019). TUIK verilerinden de
anlasilacag iizere lilkemizde yerfistigi Akdeniz ikliminin etkisinde kalan bolgelerde
yetistirilmektedir. Bu bolgelerde sulu tarimla kiiltlir yapilmaktadir. Toprak bakimindan
drenajl1, havalanmasi iyi, tinli kum veya kumlu tin biinyede, orta diizey organik maddeli
ve pH's1 6.0-6.4 arasindaki topraklarda iyi yetistirilebilmektedir (Kadiroglu vd. 2011).
Ana lirlin olarak 10 Nisan ile 20 Mayis tarihleri arasinda ekilmekte, ikincil iiriin olarak
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ise en ge¢ 15 Hazirana kadar ekilebilmektedir(Kadiroglu 2008). Ulkemiz 2017 yilindaki
165,3 bin t yerfistig1 tretimi ile kiiresel tretiminin (47,1 mil. t) sadece %0,35’ini
karsilayabilmektedir (FAO 2019). Diger gelismekte olan iilkelerde oldugu gibi
tilkemizin de yenilebilir yag a¢igi bulunmaktadir ve agigin kapatilmasinda yerfistig
Kilit bir rol oynayabilir.

Kiltiirii yapilan yerfistign (A. hypogaea L.) Giiney Amerika kokenlidir ve bu
kitadan evrimlesmistir. Krapovickas ve Gregory (1994) A. hypogaea L. igin Giiney
Amerika’da 6 farkli bolgeyi orijin merkezi olarak tanimlamiglardir. (1) Guarani
(Paraguay-Parana), (2) Yukari Amazon ve Peru’nun bati sahilleri, (3) Brezilya’nin
Goias ve Minas Gerais Bolgeleri, (4) Brezilya’nin Rondonia ve Mato Grosso’nin
kuzeybat1 bolgesi, (5) Bolivya giineybatt Amazon ve (6) Brezilya’nin kuzeydogusu
(Liao ve Holbrook 2007). Kiiltiir yerfistig1 tetraploid bir tiirdiir ve Fabaceae familyasi,
Aeschynomeneae oymagi, Stylosanthinae altoymagmin Arachis cinsindendir (Nigam ve
Aruna 2008). Arachis cinsine ait bitki tiirlerine has toprak {iistii ¢igeklenmelerine ragmen
meyve gelisimlerinin toprak altinda gerceklemesi karakteristigi bu cins iiyelerini
neredeyse diger tiim bitki tiirlerinden ayirmaktadir (Liao ve Holbrook 2007). Hammons
(1982), kiiltiir yerfistiginin 1753 yilinda Linnaeus tarafindan Arachis (arachos yunanca
“ot” demektir) ve hypogaea (yunanca “yeralti odas1” anlamina gelmektedir) seklinde
adlandirildigini bildirmistir (Liao ve Holbrook 2007). Arachis cinsinin tanimlanmis 80
tirli vardir ve tetraploid (2n=4x=40), diploid (2n=2x=20) ve aneuploid (2n=2x=18)
kromozom sayilarina sahip tiirlerin olusturdugu 9 alt cins béliime ayrilmistir (Liao ve
Holbrook 2007). Krapovickas ve Gregory (1994) tarafindan bu dokuz boliim hakkinda
kisaca su tanimlamalar yapilmaistir:

. Arachis Bolimii: Yapraklari dort yaprakeik seklindedir, dik veya yar
yatik bliyiime gosterir, gineforlar yaklasik 45°lik agiyla topraga girerler. Bitkileri tek
veya ¢ok yillik olabilir. 2n=4x=40 veya 2n=2x=20 kromozom sayilar1 vardir. Béliimiin
tipik tiirii A. hypogaea L. (2n=4x=40).

o Caulorrhizae Boliimii: Yapraklart dort yaprak¢ik seklindedir. Bogum
yerlerinde kok/koklerin baglangiclart olan goévdelere sahiptir. Bitkileri ¢ok yilliktir.
2n=2x=20 kromozom sayilar1 vardir. Boliimiin tipik tiiri A. repens Handro.

o Erectoides Bolimii: Yapraklar: dort yaprakeik seklindedir, dik veya yari
yatik biliylime gosterir.  Cigekler ve meyve genel olarak bitkilerinin tabaninda
gruplasmaktadir. Cogu tiiriinde gelismis lateral kokler vardir. Bitkileri ¢cok yilliktir.
Bazi gineforlar1 1 metre veya daha uzun olabilmektedir. 2n=2x=20 kromozom sayilari
vardir. Boliimiin tipik tiirti A. benthamii Handro.

. Extranervosae Boliimii: Yapraklar: dort yaprakcik seklindedir. Kokleri
farkl1 boyut ve sekillerdedir (genellikle silindirik). Bayrak ta¢ yaprag: arka tarafinda
kirmiz1 ¢izgiler tasir ve tiim g¢igekleri daha genis tag yaprakli tipik baklagiller
ciceklerdir. Bitkileri ¢ok yilliktir. 2n=2x=20 kromozom sayilar1 vardir. Boliimiin tipik
tirti A. prostrata Benth.

. Heteranthae Boliimi: Yapraklar: dort yaprakeik seklindedir. Bayrak tag
yapragi Onilinde veya her iki tarafinda kirmizi ¢izgiler tasilar. Cicekleri dimorfiktir,
normal ve acik veya kii¢iik ve kapali olmak tizere. Cigeklerinin ta¢ yapraklari kiigiiktiir
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ve c¢anak yapraklari gegmez. Bitkileri tek veya iki yillik olur. 2n=2x=20 kromozom
sayilar1 vardir. Boliimiin tipik tiirii A. dardani Krapov. & W.C.Gregory(= Ambinervosae
Krap. et Greg. nom. und.).

o Procumbentes Bolimii: Yapraklar1 dort  yaprakeik — seklindedir.
Govdelerinin bogum aralarinda kokler olusur. Gineforlar1 kalindir, yataydir ve ¢ogu
durumda uzundur. Bitkileri ¢ok yilliktir. 2n=2x=20 kromozom sayilar1 vardir. Béliimiin
tipik tiirii A. rigonii Krapov. & W.C. Gregory.

o Rhizomatosae Boliimii: Yapraklar1 dort yaprakegik seklindedir. Bitkileri
rizomludur. Bitkileri ¢ok yilliktir. 2n=2x=20 (Ser. Prorhizomatosae ), 2n= 4x= 40 (Ser.
Rhizomatosae) kromozomludur. Boliimiin tipik tiirii A. glabrata Benth.

. Trierectoides Boliimii: Yapraklar: ii¢ yaprakcik seklindedir. Hipokotil
tuberiformdur. Bitkileri dik gelisir. Cigekler ve meyveler bitki ana gdvdesinin tabaninda
yogunlagmistir. Gineforlar cok uzundur, yatay ve yiizeysel gelisir. Bitkileri ¢ok yilliktir.
2n=2x=20 kromozom sayilar1 vardir. Boliimiin tipik tiirii A. guaranitica Chodat &
Hassl.

o Triseminatae Bolimii: Yapraklari dort yaprakgik seklindedir. Meyveleri
iki veya dort segmentlidir. Yan dallariyla birlikte cicekleri ve meyveleriyle yar1 dik
gelisir. Bayrak ta¢ yapragi her iki tarafinda kirmizi gizgiler tasir. Kotiledonlar yukari
yiizlerinde ¢ikintilar bulundurur. Bitkileri ¢ok yilliktir. 2n=2x=20 kromozom sayilari
vardir. Bolimiin tipik tiirii A. triseminata Krapov. & W.C. Gregory.

Krapovickas ve Gregory (1994)’e gore bu bdliimler seksiiel uyumluluk,
morfolojik, sitogenetik 6zellikler ve cografik dagilimlara gore diizenlenmistir. Ayrica
seksiiel uyumluluk hakkindaki bilgilerin, cins igerisindeki gen havuzlarinda yapilan ¢ok
sayidaki melezleme g¢alismalarinin sonucu olusturuldugunu belirtmiglerdir (Rami vd.
2014). Kiiltirii yapilan yerfistigi (Arachis hypogaea L.) vejetatif ve generatif
organlariin ana dal ve yan dallar1 lizerindeki dagilimlari ile dallanma tiplerindeki
farkliliklara gére hypogaea ve fastigiata olarak iki alttiire ayrilmaktadir (Krapovickas ve
Gregory 1994). Alttiir hypogaea’da, ana aksil ¢iceksizdir ve yan dallar iizerinde
generatif ve vejetatif bogumlar diizenli alternatif seklindedir. hypogaea alttiiriine ait
cesitler genellikle ge¢ olgunlasir ve hasat sonrasi tohumlar1 dormansi gosterir (Nigam
ve Aruna 2008). Bu alttiir hypogaea ve hirsuta olarak iki botanik varyeteye ayrilir.
hirsuta varyetesi daha tiiylii yaprake¢iklari ve daha uzun yasam dongiisii ile farklilik
gostermektedir. hypogaea i¢in “Virginia/Runner”, hirsuta igin ‘“Peruvian/Runner”
agronomik tipler seklinde siniflandirilmistir (Rami vd. 2014). fastigiata alttiiriniin ana
aksili ¢iceklidir ve yan dallar {izerinde generatif ve vejetatif bogumlar diizensiz sekilde
siralanmaktadir. fastigiata alttiiriine ait gesitler genelde erkencidir ve hasat sonrasi
tohum dormansisi gostermez (Nigam ve Aruna 2008). Bu alttiir de 4 botanik varyete
ayrilmaktadir: fastigiata, vulgaris, aequatoriana ve peruviana. Ilk ikisinin ekonomik
degeri daha coktur ve bunlarin agronomik tipleri sirasiyla “Spanish” ve “Valencia’dir”
(Rami vd. 2014). Cizelge 1.1.’de Arachis hypogaea’nin alttiirleri, botanik varyeteleri ve
agronomik tipleri gosterilmektedir.
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Cizelge 1.1. Arachis hypogaea nin alttiirleri, botanik varyeteleri ve agronomik tipleri

TUR Arachis hvpogaea

| l [ | |

BOTANIK VARYETE I hirsuta I Ifas!fgiara | | vulgaris | ‘ aequatoriana | | peruviana |

AGRONONOMIK TiP I Peruvian Runner I | \':lle11c1a| | Spanish |

Liao ve Holbrook (2007) tarafindan bildirildigine gore Arachis tiirlerinin
kromozomlar1 1,4 ile 3-9 pm boyutlarinda kiiclik kromozomlardir ve birgok tiirii
karyotiplenmistir (Stalker ve Dalmacio 1981; Singh ve Moss 1982; Stalker 1985, 1991;
Lavia 1998). Tetraploid tiirleri Arachis bolimiinde (A. hypogaea ve A. monticola
Krapov. & Rigoni), Extranervosae boliimiinde ve Rhizomatosae boliimiinde bulunur.
Poliploidin farkli zamanlarda birbirinden bagimsiz sekilde evrildigi ve diploitlerin
tetraploitlere gore daha eski oldugu diisiiniilmektedir (Smartt ve Stalker 1982). Arachis
bolimiindeki bitkilerden asimetrik kromozom yapist gosteren A. glandulifera Stalker
hari¢, digerlerinde metasentrik kromozom yapilar1 goriilmektedir (Stalker 1991).
Karyotip olarak, 6 kromozomu birbirleri benzemektedirler, 7. kromozomun niikleos
organizator bolgesi farkli pozisyonda bulunmaktadir. Diger 3 kromozomda da yapisal
olarak bir¢ok farkliliklar vardir (Bharathi vd. 1983; Kirti vd. 1983;Jahnavi ve Murty
1985). Erectoides, Extranervosae ve Triseminatae boliimiindeki tiirlerin, Arachis ve
Rhizomatosae boliimlerindekilere gore daha eski oldugu diistiniilmektedir (Liao ve
Holbrook 2007). Arachis boliimiinde A. hypogaea dahil 27 tiiriin tanimlamasi
yapilmustir. Arachis boliimiindeki 3 genomun tanimlamasi su sekilde yapilmistir; A
genomu ¢ogu tiirde bulunmaktadir; B genomu A. batizocoi Krapov. & W.C. Gregory, A.
ipaensis Krapov. & W.C. Gregory, A. cruziana Krapov., W.C. Gregory & C.E. Simpson
(Burow vd. 1996), A. williamsii Krapov. & W.C. Gregory (Lavia 1996; Tallury vd.
2001), A. hoehnei Krapov. & W.C. Gregory, A. magna Krapov., W.C. Gregory & C.E.
Simpson tiirlerinde; D genomu A. glandulifera tiiriinde bulunmaktadir (Stalker, 1991).
Rhizomatosae boliimiindeki tetraploitlerin  genomlari, Erectoides ve Arachis
bolimiindekiler ile benzerlikler gostermektedir (Stalker, 1981).Rami vd. (2014)
tarafindan bildirildigine gore, tiir igerisindeki en yaygin genom tipi A genomdur. Bu
genomun karakteristigi, boyutlar1 kii¢lilmiis kromozom ¢iftinin olmas1 ve
kromozomlarin yogun bir sentromerik bandiyla birlesmesidir (Husted 1936; Seijo vd.
2004 ). Bir sonraki en yaygin olan genom tipi B’dir. Bu genomun da karakteristigi,
kiiciik kromozom ¢iftinin olmamasi ve sentromerik bolgedeki DNA yogunlugunun daha
diisiik olmasidir (Robledo ve Seijo 2010). Kiiltiirii yapilan yerfistigindaki (A. hypogaea
L. - genom AABB) A ve B genomlarinin, A. duranensis (A genomu) ve A. ipaensis (B
genomu) tiirlerinden gelmektedir (Hilu ve Stalker 1995). Molekiiler veriler, kiiltiir
yerfistigmin tek bir olay sonucu (dogal hibridizasyonundan) evrimlestigine, diger
tirlerden introgresyonun ise sinirli olduguna isaret etmektedir (Kochert vd. 1996). A.
monticola, Arachis boliimiindeki bir diger tetraploid tiirdiir ve Stalker ve Simpson
(1995)’e gore, bu tiirlin A. hypogaea nin atasindan ziyade onun cali formundan
tiremistir (Liao ve Holbrook 2007). Raina ve Mukai (1999), kiiltiir yerfistiginin yabani
tirleri arasindaki iliskilerini, evrimini ve genom diizenini incelemek icin yaptiklari
genomik in situ hibridizasyon ¢alismasinda, A. hypogaea ve A. monticola’nin alloploid
dogasini teyit etmistirler. Elde ettikleri bu sonuglar, A. monticola ve A. hypogaea’nin
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birbirlerini ¢ok yakin oldugu goriisii ile A. villosa ve A. ipaensis’in tetraploid tiirlerin
diploid atalar1 oldugu goriislerini desteklemektedir (Liao ve Holbrook 2007).

Kiiltiirii yapilan yerfistigi kazik kokli, yere dik olacak Sekilde 30 ile 60 cm
arasinda boylanan, yere paralel olacak Sekilde ise 40-50 cm uzayabilen bir bitkidir.
Cicekleri sar1 renkli olup, generatif dallarda yani vejetatif olmayan dallar {izerinde yer
alir. Cigek yapisi klasik baklagiller ailesine ait bitkilerinkindendir. En dista 5 adet ¢anak
yaprak, bunun icerisinde 2 adet kayike¢ik, 2 adet kanatgcik ve 1 adet bayrak yaprak
bulundurur. Her bir ¢igegi 10 adet erkek orgami ve 1 adet disi organ bulundurur
(Kadiroglu 2013). Nigam ve Aruna (2008) tarafindan bildirildigine gore, bitkinin
yapraklarin aksilinde ¢igek durumu tesekkiil eder. Cicek durumu, basit veya birlesik
monopodi olabilir ve her bir ¢igek durumu en fazla 5 gigek barindirir. Genelde, herhangi
bir zamanda ¢igek durumu basina sadece bir ¢igek agar. Cigeklenmenin baslamasi giin
uzunlugundan bagimsizdir. Ancak kisa giin kosullar1 veya ortalama sicakligin 30°C’ye
¢iktig1 durumlar, ¢igek sayisini artirir (Bagnall ve King 1991). Kiiltiirel uygulamalara,
ceside ve iklim kosullarina bagli olmak {izere yerfistiginda ¢igeklenme en erken
ekimden 17-18 giin sonra baslaylp 85-100 giin siirebilir (Smith 1954). hypogaea
alttiirinde bitki basina 40-250 ¢igek (Seshadri 1962); fastigiata alttiiriinde ise bitki
basima 95-148 cicek goriilebilir (Sastry vd. 1985). Ancak ciceklerin sadece %8 ile
%20’si kapsiil olusturur (Cahaner ve Ashri 1974; Sastry vd. 1985). Erken olusan
ciceklerin biiylik bir kismi kapsiil baglar (Gregory vd. 1951; Cahaner ve Ashri 1974).
Erken olusan kapsiiller de daha hizli biiyiir ve daha fazla tohum ihtiva ederler (Williams
1979). Cigeklerin ¢ogu kendine doéllenir, yabanci tozlasma nadirdir. Polen tiiplerinin
ovaryuma ulasip, ddllenmeyi baslatmasi, tozlagmadan 10-18 saat sonra gerceklesir
(Smith 1956). Dollenmeden sonra c¢icekler hizlica solar ve ovaryumdan gelisen
meristematik hiicreler ginefor olarak adlandirilan sapa benzer yapilar olusturur, bu yap1
jeotropiktir yani yergekimi yoniinde ilerler. Embriyo gelisimine bagh olarak gineforlar
ilk basta yavas biiyiirler ama sonra hizlanirlar. Gineforun ucunda genellikle iki adet
(botanik varyeteye bagli olarak {i¢ veya bes olabilir) déllenmis oviil bulunur. Gineforun
gelistigi donemde embriyo 8-12 hiicreli devresinde ve durgun oldugu evrededir (Pattee
ve Mohapatra 1987). Gineforlarin biiylimesi topraga girinceye kadar devam eder
(dollenmeden 8-14 giin sonraya kadar). Topraga ulastiginda fiziksel olarak uyarilir ve
ginefor kapsiile dogru donilismeye baslar (Zamski ve Ziv 1976). Bu evrede, oviil ve
embriyo biiyiimesi baslar. Embriyolar tohumlara doniisiirken, oviil de daha sonra kuru
ve kirtlgan olacak kabuga doniisiir. Spanish genotiplerde (varyete vulgaris) kapsiiller 7
hafta sonra hasata hazir olur; Virginia genotiplerde (biiyilk tohumlu tipi varyete
hypogaea) toprak alt1 gelisiminin 11’inci haftasindan sonra olgunlasir (Schenk 1961).

Yerfistigi tohumlari, %48-50 arasinda yag ve %26-28 arasinda protein
icermektedir. Ayn1 zamanda mineral, vitamin ve lif kaynag1 a¢isindan da zengindirler.
Tohumlar1 ham, kavrulmus veya kaynatilmis olarak tiiketilebilir; yerfistig1 ezmesi, sos
olarak veya bir¢ok sekerleme tiiriiniin hazirlanmasinda kullanilabilir. Yag: ¢ikarildiktan
sonra kalan posasi yem sanayisinde degerlendirilir. Kabuklarindan yakit olarak, yem
sanayisinde dolgu ve ayrica kutu yapiminda katki maddesi olarak yararlanilabilir.
Baklagiller familyasindan bir bitki olmasindan dolay:1 topraga nitrojen baglar. Kiiciik
ciftlik isletmeleri i¢in hem gelir hem de gida kaynagidir (Nigam ve Aruna 2008).
Yerfistiginin insan sagligi tizerine olumlu etkilerinin oldugu ve ayrica yiiksek besin
degerleri sayesinde yetersiz ¢ocuk beslenmesinde kullanilabilecegi belirtilmistir (Briend
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2001). Bu yiizden bu bitki gelismemis ve gelismekte olan iilkelerde agliga karsi
miicadelede de stratejik bir bitki olabilir. Yerfistiginda varyete gelistirmek icin genetik
ilerlemelerin kritik bir rolii vardir. Diinya genelindeki arastirma programlarinda, yiiksek
verimli ve kaliteli tohumluk birinci dnceliktir.

Biyotik ve abiyotik stres faktorlerine dayanikli yerfistigr verimliligi artiracaktir
ancak iiriinlin kalitesini artirmaya yonelik gelistirmelere de ihtiya¢ vardir. Yerfistiginin
gida kalitesi hakkindaki tiiketici endiseleri giderek Onem kazanmaya baslamistir.
Yerfistig1 tiretim, isleme, depolama ve nakliye sirasinda aflatoksin kontaminasyonuna
sebebiyet veren Aspergillus enfeksiyonuna hassastir. Genel olarak aflatoksin
kontaminasyonu yetersiz miicadelenin yapildig1 sicak tropik ve subtropik bolgelerde
daha ciddidir. Bir baska tiiketici endisesi de alerjidir. Yerfistig1 proteinleri toplumun
yaklasik %0,6’sinda alerjik tepkilere sebebiyet vermektedir (Li vd. 2000). Eser miktar
yerfistig1 proteini bile alerjiye sahip kisilerde, dliimciil anaflaktik tepkiler meydana
getirebilir (Maleki vd. 2000). Yerfistiginin kuru kavrulmasi, proteinlerin alerjik
ozelliklerinin arttirmaktadir. Islenmis yerfistig1 yagi normalde protein icermedigi icin
alerjik degildir. Ancak, diinya genelinde uygulanan tohumlarin soguk pres yontemi ile
yaginin ¢ikarmasi, yag icerisinde proteinlerin kalmasina sebebiyet verebilmekte ve bu
durum yemek ic¢in kullanilan yagin da alerjik tepkiler olusturmasina neden
olabilmektedir (Liao ve Holbrook 2007). Yerfistig1 yag: genel olarak, %45-50 oraninda
tekli doymamis yag asitleri, %30-35 oraninda ¢oklu doymamis yag asitleri ve %17-18
oraninda doymus yag asitleri icerir (Gunasekaran ve Pavadai 2015). Coklu doymamis
yag asitleri oksidasyona ugramalarindan dolay1r istenmeyen tatlar1 olusturma
potansiyelleri yiiksektir. Yerfistigi yaginin oksidatif bozulmasi, depolama sirasinda
kavrulmus yerfisigmin ve yerfistigindan yapilan sekerlemelerin bozulmasinin en
onemli sebebidir. Oksidasyon, ana {irlin olarak tatsiz ve kokusuz hidroperoksitlerin
olugmasina oOnciiliik eder. Hidroperoksitlerin ayrismasi da aldehitler ve ketonlar gibi
genis yelpazede bir¢ok bilesimin olusmasina sebep olur. Bu bilesenler istenmeyen tat ve
kokulart meydana getirmektedir. Yerfistiginda linoleik asit igerigi ile yag asidi
kararliligi arasinda giiclii bir negatif korelasyon bulunmaktadir (Gunasekaran ve
Pavadai 2015). Linoleik ve linolenik asitlerin oksidasyonu, oleik aside gore sirasiyla 10
ve 25 kat daha yiiksektir (Frankel 1991; Lands 1997). Oleik asit orani linoleik asit
oranina gore daha yiiksek olan yaglar, tohum veya yag olarak kalitesini daha uzun siire
koruyabilmektedir. Dolayisiyla ¢oklu doymamis yag asit igerigi (linoleik asit) veya yag
igerigindeki oleik asidin linoleik aside orani (O/L) yag kalitesini belirleyen en dnemli
belirleyici etkendir (Gunasekaran ve Pavadai 2015). Oksidasyon kararliligi ve uzun raf
Omiirli yerfistig1 ve {riinleri O/L oranini artirarak elde edilebilir (Liao ve Holbrook
2007). Ortalama botanik tipler agisindan dragon tipi (varyete hirsuta), %51,1 ile en
yiiksek oleik asit icerigine sahip tipken, Valencia tipi ise %32,2 ile en diisiik olandir
(Liao 2001).

Yerfistiginin geleneksel 1slahinda ¢ok sayida melezleme yapmaktaki zorluklar
ve melez basina elde edilen déllerin sayisinin azligi 1slah siirecini yavaglatmaktadir. Bu
durum kiiltiirii yapilan genetik kaynaklarla c¢aligmayr ve bunlardan yararlanmay1
siirlandirmaktadir (Rami vd. 2014). Yabani diploid tiirler (A. monticola harig) ile
yapilan melezlemelerde ortaya ¢ikan genetik bariyer, kendine dollenme ve ¢ok az sayida
elit hattin 1slah ¢aligmalarinda kullanilmas1 yerfistiginin ¢ok dar bir genetik varyasyona
sahip olmasma neden olmaktadir (Moretzsohn vd. 2004). Bu duruma en iyi Ornek,



GIRIS K. KARAMAN

yerfistiginin  yabani tiirlerinin  hastaliklara kars1 gostermis oldugu yliksek
dayanikliliklara ragmen kiiltiiri yapilan yerfistig1 cesitlerinde bdyle giiglii
dayanikliliklar gézlemlenmemesidir. Ayrica verim, kuraliga dayamiklilik ve kaliteyi
etkileyen karakterler olduk¢a kompleks karakterlerdir (Rami vd. 2014).Bitki 1slahindaki
temel strateji, 1slah edilen materyalden kullanigli genetik varyasyonu tanimlamak ve
secmektir. Yerfistiginda istenen Ozelliklere sahip yerel hatlarin secilmesi ve genetik
varyasyonun olusturulmasi olduk¢a uzun bir ge¢mise sahiptir (Liao 2014). istenen
varyasyonun olusturulmasi amaciyla klasik 1slah yontemlerine alternatif olarak,
mutasyon tekniklerinin kullanilmasi ise etkili bir varyasyon yaratma yontemidir. Klasik
islah  yontemleri ile karsilastirildiginda daha kisa siirede varyasyonunun
olusturulabildigi bu yoOntemde, mutasyon yaratmak i¢in iyonize radyasyonlar,
ultraviyole 1ginlar ve kimyasallar gibi ¢esitli mutagenik ajanlar kullanilir. Bu mutagenik
ajanlardan, iyonize radyasyonlara ve ultraviyole 1sinlara kolay erisimin olamamasindan
dolayr kimyasal mutagenikler bitki islahinda varyasyon yaratmak i¢in aktif olarak
kullanilmakta, ayrica nokta mutasyon yaratma potansiyeli yliksek oldugu i¢in bitki
1slahgilari tarafindan tercih edilmektedir (Sagel vd. 2016).

Genetik mutasyon giiclii genomik araglardan bir tanesidir. Bu arag, gen
irtiniiniin biyokimyasal fonksiyonlar1 ile bunlarin in vivo’daki rolleri arasinda direkt
baglant1 kurulmasini saglamaktadir. Uzun yillar genlerin tanimlanmasi yapilmais ve ilgili
kisma ait spesifik prosesinde islevi olmayan mutantlarin izole edilmesi ve iistiinde
calisilmas1 ile gen firiinlerinin fonksiyonlar1 anlasilmaya c¢alisilmistir (ileri genetik).
Molekiiler biyolojinin ilerlemesiyle, genlerin fonksiyonlarinin anlasilabilmesi i¢in klon
genlerde mutasyonlarin olusturulmasi veya tanimlanmasi gibi farkli birtakim teknikler
gelistirilmistir  (tersine genetik). Bitkilerde genom basina ¢ok sayida resesif
mutasyonlarin indiiklenmesi igin en fazla kullanilan kimyasal mutagen ajan etil metan
stilfanattir (EMS) (Lightner ve Caspar 1998). EMS gibi bir diger alkilleyici ajan etil
nitrozo iire (ENU) de efektif sekilde kullanilmaktadir. indiiklenmis nokta mutasyonlar,
genetik analizlerde ¢ok ¢esitli alleller olusturabilmektedir. EMS mutagenezlerin
avantaji, genomda rastgele bir sekilde dagilmalaridir. Boylece ¢ok sayida mutasyon
O0zlimlemesi, asir1 kollateral DNA zararlar1 olusmadan elde edilebilmektedir. EMS’nin
bunun gibi avantajlar1 olmasina ragmen nokta mutasyonlar: tespit edebilecek verimli bir
teknik olmamasindan dolayr yakin gelecege kadar tersine genetikte efektif sekilde
kullanilamamistir. Bu durum 2000°li yillarin basinda TILLING (Targeting Induced
Local Lesions in Genomes) metodunun gelistirilmesi ile asilmistir (Gilchrist ve Haughn
2005). TILLING, bitkilerde 6nemli karakterleri kontrol eden aday genler ve/veya
mevcut genlerdeki farkliliklart belirleyebilme imkani1 saglayan onemli bir molekiiler
tekniktir. Ozellikle mutagen uygulamasi sonrasi ilgilenilen gen bdlgesinde meydana
gelen tek baz degisikliklerinin tespitinde kullanilan bu yontem ile anlamli ya da
anlamsiz her tiirlii lezyon belirlenebilmektedir. ilk defa McCallum vd. (2000) tarafindan
Arabidopsis bitkisinde uygulanan bu metot ile mutagen uygulamasi sonrasi bir¢ok
mutasyon elde edilmistir. Temel olarak bitki tohumlarina mutagenin uygulanmasi ve M,
neslinde elde edilen bitkilerden DNA’nin izole edilmesi ile baslayan bu yontemin
uygulanmasinda floresan isaretli primerler ile PCR’lar kurulmakta ve heterodupleks
bolgeler Cell ya da Endol enzimleri ile kesilmektedir. Kesim isleminin ardindan ise
cesitli goriintiileme sistemleri ile mutasyona ugramis bdlgeler belirlenebilmektedir.
TILLING metodu ile bir¢ok bitkide farkli genlerde mutasyonlar belirlenmistir (Till vd.
2004; Perry vd. 2009; Stephenson vd. 2010; Sabetta vd. 2011).
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Bu tez calismasinda, yerfistigi tohumlarma EMS mutageni uygulanarak agro-
morfolojik varyasyonun olusturulmast ve bu hatlarin yerfistig1 1slah g¢aligmalarina
kazandirilmas1 amacglanmistir. Ayrica olusturulan mutant popiilasyonunda yag asidi
sentezinden (ah FAD2A ve ah FAD2B) ve alerjiniteden (ara h 1.01, ara h 1.02, ara h
2.01 ve ara h 2.02) sorumlu genlerde meydana gelebilecek mutasyonlarin TILLING
metodu ile belirlenip muhtemel mutasyonlar sonucunda yiiksek oleik asitli ve/veya
alerjik reaksiyonlara neden olmayan genotiplerin belirlenmesi ve gelistirilmesi
hedeflenmistir.
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2. KAYNAK TARAMASI

Till vd. (2007), geltikte biri EMS digeri de AZ-MNU (Sodyum Azid + Nitrozo
Ure) olmak iizere iki adet mutasyon popiilasyonu olusturup TILLING ydntemini
uygulamiglardir. Indiiklenmis mutasyonlarin tespiti i¢in 0,7 — 1,5 kb biiyiikliigiindeki
hedef bolgeye 6zel fliiorsan boyali primer etiketleri kullanarak PCR islemi yapmislardir.
Denatiirasyonla heterodupleksleri olusturmuslar ve PCR iiriinlerini ¢ogaltmislardir.
Mismatchler ham CELI niikleaz ile par¢alanmis ve ardindan denatiire poliakrilamid jel
elektroforez ile kesilmis tiriinleri goriintiilemislerdir. 10 hedef gen taramasinda EMS ile
muamele edilmis popiilasyonda 27 niikleotid degisikligi, AZ-NMU ile muamele edilmis
popiilasyonda ise 30 niikleotid degisikligi tanimlamiglardir. Daha oOnceki celtik
caligmalarina kiyasla 2 veya 3 kat daha fazla mutasyon yogunlugu (yaklasik 1/300 kb)
elde ettiklerini aragtirmacilar raporlamislardir.

Cooper vd. (2008), 6nemli azot baglayict ve yag bitkisi olan soya fasulyesinde
(Glycine max L. Merr.) TILLING calismasi ele almislardir. Ucii EMS biri de NMU (N-
nitrozo -N-metil {re) kullanilarak dort mutasyon popiilasyonu olusturulmus ve
hedeflenen mutasyonlari TILLING metodu ile taramislardir. Yedi hedef gen bolgesi igin
her bir mutasyonda tarama yapilmis ve 116 adet indiiklenmis mutant bulmuslardir.
NMU ile muamele edilmis popiilasyon ile EMS ile muamele edilmis popiilasyondaki
mutasyon frekanslar1 yogunluklar1 benzer elde edilmistir (~ 1/250 kb). Buna karsin
diger iki EMS ile muamele edilmis popiilasyonlarda ~1/550 kb mutasyon frekansi
bulunmustur. Soya fasulyesinin poliploid atasindan kaynakli olarak bazi primerlerin ¢ok
iyi ¢alismadig1r ortaya konmus ve bunun neticesinde de diisiik kaliteli veriler elde
edilmistir. Bu sorunu ¢6zmek i¢in genomik DNA’lar restriksiyon enzimi ile bir 6n
islemden gecirip hedef dis1 bolgeleri uzaklastirmiglardir. Kesim islemi sonrasi
kesilmemis PCR f{irlinline kiyasla fazladan dort mutant allel elde etmislerdir.
Olusturduklar1 dort mutasyon popiilasyonu ve elde ettikleri kayda deger derecede
mutasyon yogunlugu, soya fasulyesinin yeni nesil mutasyon taramasi i¢in oldukca
elverisli bir bitki oldugunu ortaya koymuslardir.

Wang vd. (2008), Brassica napus bitkisinde fonksiyonel genomik altyapr ve
kolza 1slah ¢aligmalar1 i¢in yeni allel varyasyonlar1 olusturmak amaciyla TILLING
calismasi ele almiglardir. Calismalarinda, yar1 kislik Ningyou7 ¢esidi kullanilarak iki
EMS mutant popiilasyonu olusturulmustur. M popiilasyonundan gelen mutantlarin ileri
genetik taramalarinda c¢ok sayida yeni fenotipler tanimlamislardir. Ters genetik
taramasinda ise kolza tohumunda eriisik asit sentezini kontrol eden potansiyel ¢oklu
paralogous geni FAEl’e (fatty acid elongase 1) yogunlasmislardir. B. napus BAC
kiitliphanesini ve referans haritalanmis popiilasyondaki (TNDH) loci taramasin
gerceklestirmislerdir. Yaptiklari tarama sonucunda FAEL’in iki paralogous kopyasinin
B. napus’un her bir alt genomu A ve C’de bulundugunu tespit etmislerdir. Genomda iki
veya daha fazla birbirlerine ¢ok benzer gen kopyalarinin bulundugu durumlarda yeni
mutasyonlarin  tanimlanabilmesi bir prosediir gelistirmislerdir.  Gelistirdikleri
prosediirde, tek bitkilerin TILLING’ini yaparken mevcut SNP’leri pozitif kontrol olarak
kullanmislardir. Her iki paralogous FAE1l genini es zamanli Sekilde ¢ogaltmak igin
dizayn ettikleri primerlere dayanarak yeni mutasyonlari tanimlayabilmislerdir. Bu
prosediirle1.344 M; bitkisinde {i¢ii eriisik asit icerigi diigiiriilmiis olmak {izere 19 adet
mutasyonun tanimlamasini gerceklestirdiklerini aragtirmacilar raporlamiglardir.
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Xin vd. (2008), en 6nemli besinci tahil bitkisi olan sorgumda (Sorghum bicolor
L.) bir TILLING c¢alismast yiriitmiiglerdir. Calismalarinda sorgum genomunun
tamamlanmasi sayesinde fonksiyonel genlerin tanimlanmasinin Oniiniin acildiginin
ancak genetik kaynaklarin 6zellikle de mutant hatlarin sinirli oldugunu ifade etmislerdir.
Ayrica sorgum genomunda kimyasal mutagenlerle mutasyon hatlarinin olusturulmasi ve
agronomik ozellikleri bulunan mutant degisikliklerinin taranmasinin bu sinirlt genetik
kaynaklar i¢in ¢6ziim oldugunu belirtmislerdir. Bu amagla arastirmacilar, kendilenmis
BTx623 sorgum hattinin tohumlarint EMS mutageni ile muamele etmiglerdir. Bu iglem
sonucunda 1.600 adet mutant hatt1 igeren bir popiilasyon olusturmuslardir. Daha sonra
aragtirmacilar, popiilasyonun tarla kosullarindaki M, ve Mj hatlarinda mutasyonun
sebep oldugu morfolojik ve agronomik ozelliklerin fenotiplerini gézlemlemislerdir.
Dort adet hedef gen bolgesi kullanan arastirmacilar segtikleri 768 adet mutantin
TILLING ile analizini ger¢eklestirmislerdir. Toplamda bes mutasyonun tanimlamasini
yapmuglardir. Arastirmacilar elde ettikleri mutasyonlarin karsilik geldigi mutasyon
frekansin1 1/526 kb olarak hesaplamislardir. TILLING ile tanimlamasini yaptiklari
mutasyonlardan iki tanesini sekanslama ile dogrulamislardir ve birbirinden bagimsiz iki
adet mutant hatta bu mutasyonlart “kafeik asit O-metiltransferaz (COMT)” gen
bolgesinde tespit etmislerdir. Arastirmacilar lignin igeriginin degistigi ve sindiriminin
arttig1 6zelliklerle iligkilendirilen yaprak orta damar kahverengilesmesi (brown midrib -
bmr) fenotipi igin bu iki hattin tanimlanmasini gerg¢eklestirmislerdir.

Uauy vd. (2009), gida tiiketimi agisindan diinyanin bir¢ok bolgesinde énemli bir
bitki olan bugdayda (Triticum ssp.) bir TILLING g¢alismast ele almislardir.
Arastirmacilar genetik kaynaklarin kisitliliginin, {iriin gelistirmede engel olusturdugunu
belirtmislerdir ve bu durumun, mutasyonlarin yiiksek verimli taramasinin yapilabildigi
etkili ters genetik yaklasimi olan TILLING metodu ile kimyasal mutagenlerin sagladigi
yiikksek mutasyon varyasyonunun Dbirlestirilmesiyle asilabilecegini ifade etmislerdir.
Ayrica arastirmacilar bugdaymn poliploidik yapist nedeniyle yiliksek mutasyon
yogunluklarini tolere edebildigini ve bu yiizden de TILLING i¢in uygun oldugunu
vurgulamiglardir. Calismalarinda durum ve ekmeklik bugdaylarin  mutasyon
popiilasyonlarin1 olusturmugslardir ve popiilasyonlardan elde ettikleri mutant bitkilere
TILLING metodu uygulamiglardir. Arastirmacilar c¢alismalarini sadelestirmek ve
maliyetleri diigiirmek amaciyla heterodupleks yapilar1 CJE (celery juice extract)
kullanarak parcalamiglardir ve elde ettikleri parcalar1 tespit etmek icin etidyum
bromiirlii denatiire olmayan poliakrilamid jel gelistirmislerdir. Gelistirdikleri bu tespit
yonteminin, geleneksel LI-COR taramasina yakin hassaslik gosterdigini ve gecerli bir
alternatif olabilecegini belirtmislerdir. Hedef genlerinin ¢oklu homolog kopyalarindan
kacinmak i¢in genoma o0zel primerler gelistirmislerdir. Her mutant kiitiiphanesini
TILLING yontemiyle karakterize ederek hem heksaploid popiilasyonda (~1/38 kb) hem
de tetraploid popiilasyonda (~1/51 kb) %50 G:C hedefinde yiiksek mutasyon
yogunlugunu tespit etmiglerdir. Arastirmacilarin  yaptiklart mutasyon frekans
hesaplarina gore, %50 G:C igeren 1,3 kb hedef gen bdlgesi i¢in 1.536 adet hattan
heksaploid i¢in ~52, tetraploid i¢in ise ~39 mutant allel ile sonuglandigim
hesaplamislardir. Aragtirmacilar ¢alismalarinda, heksaploid ve tetraploid bugdayda 11
hedef gen/genomda toplam olarak 275’in {izerinde yeni allel tanimlamas1 yapmislardir
ve bunlar1 tohum stoklarina aldiklarini raporlamiglardir.
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Martin vd. (2009), molekiiler ¢alismalar i¢in model bir bitki olan Arabidopsis
thaliana’da TILLING kaynaklarin1 artirmak amaciyla bitkinin Landsberg erecta (Ler)
¢esidini kullanmiglardir. Bu ¢esidin tohumlarina EMS mutageniyle muamele etmislerdir
ve bu sayede yeni bir popiilasyon olusturmuslardir. Farkli EMS konsantrasyonlar ile
calisan arastirmacilar kalic1 olarak 3.712 adet My/Ms hatti elde etmislerdir. Elde ettikleri
bu popiilasyona TILLer koleksiyonu adin1 vermislerdir. Hat basina en yiiksek mutasyon
frekansini, diisiik olmasina ragmen yeterli tohum canliligina sahip M; bitkilerinde
saglamiglardir. Mutantlar1 bulmak amaciyla yaptiklart TILLING ¢aligmasinda, 450
mutanta karsilik gelen 14 adet gende, gen basina 21 ile 46 mutasyon tanimlamislardir.
Ortalama olarak bu mutant hatlarda 89 kb basmna 1 mutasyon elde etmislerdir. Ler
popiilasyonlarinda ise bes milyondan fazla indiiklenmis mutasyon bulduklarini ifade
etmiglerdir. Arastirmacilar olusturduklari TILLer koleksiyonun, diger A. thaliana
popiilasyonlarina gore iki veya ili¢ kat daha dazla EMS mutasyon frekansina sahip
oldugunu raporlamislaridir.

Dierking ve Bilyeu (2009), calismalarinda TILLING metodunu kullanarak soya
fasulyesinde bir mutasyon popiilasyonu elde etmislerdir. Arastirmacilar bu
popiilasyonda rafinoz sentez ve omega-6 yag asit desaturaz genleri i¢in yeni allel
taramas1  gergeklestirmislerdir. Rafinoz sentez geni RS2’de dort mutasyon
tanimlamislaridir; iki mutasyon amino asit mutasyonuyla ve bir tanesi de tohumdaki
oligosakkarit yapisinin degisimi ile sonuglandigini belirtmislerdir. Fenotiplerde ise
tohum siikroz seviyesi artarken rafinoz ve stachyose tohum oligosakkarit seviyesinin
distigiini  gozlemlemislerdir. FAD2-IA omega-6 yag asit desaturaz geninde {i¢
mutasyon tanimlamislardir. Tiim bu ii¢ mutasyon, amino asit mutasyonlarinda missense
ile sonug¢landigini ifade etmislerdir ve ayrica bir tanesinin tohumda oleik asit miktarin
artiran, linoleik asit miktarini diisiiren yag asit profil degisikligi ile sonuglandigini
belirtmislerdir. RS2 allenindeki mutasyonla, rafinoz ve stachyose seviyelerinin
diistiigiiniin ve bunlarin da besin degerleri olmadigini i¢in bu mutantlarda goriilen
oligosakkarit degisikliklerinin pozitif oldugunu vurgulamislardir. Tohum yag asit
fenotipini kontrol eden FAD2-lAallenindeki mutasyon yardimiyla tohum yagindaki
oleik asit miktarin1 artirmislardir. Arastirmacilar bu fenotipler icin gelistirdikleri
molekiiler markerler ile mutant allellerin aktarimlarinin giivenli bir sekilde tespit
edilebilecegini dolasiyla da 1slah ¢aligmalarinda kullanabilecegini raporlamislardir.

Chawade vd. (2010) onemli tahillardan bir tanesi olan yulaf (Avena sativa)
tizerine bir TILLING c¢alismasi yiiriitmiislerdir. Caligsmalarinda yazlik yulaf ¢esidi SW
Belinda kullanmislardir. Bu ¢esitten Mjy’de 2.600 adet tohum, Ms’te ise2.550 adet
tohum elde etmiglerdir. My popiilasyonunu, ilk olarak gorsel ve kisa/uzun boylu,
erken/gecci, yaprak morfolojisi/kloroz gibi farkli fenotipik gozlemlere gore
degerlendirmislerdir. 1.824 adet M, hattindan gelen ve floroglusinol/HCI ile boyanan
M3z tohumlarinin bir takim potansiyel lignin mutatlarina sahip olabilecegini
belirtmislerdir. Caligmalarinin ileri safhalarinda bu potansiyel mutantlar1 kantitatif
analizler ile teyit etmislerdir. My popiilasyondan gelen genomik DNA’larin RAPD-PCR
parmak izi analizinde 1/20 kb mutasyon frekansi;; MALDI-TOF analizinde 1/38 kb
mutasyon frekansi ve DNA sekanslama analizinde ise 1/22,4 kb mutasyon frekansi
hesaplamiglardir. Genel olarak kullandiklar1 analize gére 20-40 kb basina bir mutasyon
frekansi elde etmislerdir. Calismalarinda fenilalanin amonyak-liyaz (AsSPAL1) geninde 6
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farkli mutasyon ve seliiloz sentez (AsCsIF6) PB-glukan biyosentez geninde ise 10 farkli
mutasyon tanimlamiglardir.

Stephenson vd. (2010), Arabidopsis thaliana bitkisini iceren Brassicaceae
familyasina ait onemli bir yagl tohum bitkisi olan Brassica rapa’da TILLING kaynag1
olusturma amaciyla EMS ile mutasyon uygulamasi yapmislardir. Arastirmacilar bu
amagla kolza ile benzer gelisimler gosteren A genomuna sahip diploid B. rapa “R-0-18”
genotipini kullanmislardir. Boéylece calismalarinda elde edilecek sonuglarin kolza
verimi ve yag kalitesini artirmada faydalanabilecegini belirtmislerdir. Olusturduklari
9.216 adet M, popiilasyondan DNA ¢ikarmislardir ve TILLING i¢in bulklamislardir.
Arastirmacilar 6 adet gen i¢in yaptiklari analizlerde, 60 kb basina bir mutasyon frekansi
gibi yliksek seviyede bir frekans elde etmislerdir. Yaptiklar1 bu analizlerin sonuglarina
gore, olusturmus olduklar1 popiilasyonun sadece iigte birinde (3.072 adet M, bitkisi) 1
kb amplikon i¢in yapilacak taramada ortalama 68 adet mutasyon Ongoérmiislerdir.
Arastirmacilar her bitkinin ortalama ~10.000 mutasyon igerdigini hesaplamislardir ve
ele aldiklar1 bitki sayisinin fazla olmasindan dolayr popiilasyonlarindaki mevcut
genomlarda GC baz ciftlerinin yaklasik yarisinda mutasyon oldugunu hesaplamislardir.
Diploid Brassica tirii B. rapa’da ilk EMS TILLING kaynagimin olusturuldugunu,
popiilasyonlarindaki 60 kb basma 1 mutasyon ile yaymlanmis olan TILLING
poplilasyonlar1 icerisinde en yogun mutasyona sahip diploid popiilasyonun
olusturuldugunu raporlamislardir.

Dahmani-Mardas vd. (2010), kavun raf émriinii uzatma amaciyla bir TILLING
calismasi yiirtitmiislerdir. Arastirmalarinda meyvelerin raf dmriinii etkileyen hormonun
etilen oldugunu ve etilenin metabolik yolunda rol alan kilit genlerin Arabidopsis ve
domateste tanimlandigi bildirmislerdir. Arastirmacilar yaptiklar1 calismada, kavunda
etilen biyosentez enzimi ACC oksidaz 1°de iki adet missense mutasyonu
tanimlamiglardir, L124F ve G194D. L124F mutasyonunun enzim aktif bdlgesinden
uzakta oldugunu dolasiyla da etilen iiretimini ve meyve olgunlasmasinda bir etkisi
olmadigint belirtmislerdir. Bunun tersine G194D mutasyonu ise kristalografik
analizlerle enzim aktivasyonunu etkiledigini tespit etmislerdir. G194D mutantinin
fenotipik analizlerinde meyve olgunlagsmasmin ve sararmasinin geciktirilerek raf
omriiniin uzatildigi, L124F mutasyonun ise tahmin edildigi gibi meyve raf dmriinde bir
etkisinin olmadigini raporlamiglardir. Calismalarinda 4.023 adet M, mutant koleksiyonu
olusturmuslardir. 11 adet genin TILLING’ine gore 1/573 kb mutasyon frekans: ve till
kilobaz basina 8 adet allel elde etmislerdir.

Cho vd. (2010), gama 1sinlartyla mutasyona ugrattiklar1 celtik tohumlarindan
(cesit Donganbyeo) yaklasik 15.000 adet Mj hattinda TILLING uygulamislar,
sonrasinda seleksiyon yapmislardir. Caligmalarinda TILLING popiilasyonunun genetik
cesitliligini  degerlendirmek amaciyla AFLP c¢oklu dominant marker teknigini
kullanmislardir. Toplam 96 adet (%0,64) TILLING hattin1 rast gele se¢mislerdir ayni
zamanda Donganbyeo ¢esidini de kontrol amacgli se¢mislerdir. Arastirmacilar 5 adet
primerin kombinasyonunu kullanarak AFLP marker polimorfizmi ile genetik
farkliliklar1  degerlendirmislerdir. Yapmis olduklart primer kombinasyonlarim
kullanarak, 97°den 106’ya kadar ortalama 100,4 loci tespit etmislerdir. Donganbyeo ve
96 hattin her biri arasinda 158 (%31,4) polimorfik loci elde etmislerdir. Donganbyeo ve
96 hattin arasinda %80’den %96’ya kadar ortalama %89 biiyiik Ol¢iide benzerlik
gozlemlemislerdir. Yaklagik 28 polimorfik lociyi klonlamiglardir ve bunlarin
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dizilimlerini, tiim ¢eltik genom dizilimiyle kiyaslayarak BLAST taramasi yapmislardir.
Tarama sonucunda ekson, intron, 1 kb upstream ve 1 kb downstreamleri de iceren gen
govdelerinde 20 uyum elde etmislerdir. Celtik psddomolekiilleri ile kiyasladiklarinda
gen kod bolgelerinde 6 polimorfik lociyi tanimlayabilmislerdir. Arastirmacilar elde
ettikleri bu 6 mutasyondan 4’niin loci missense mutasyonu, diger 2’sinin ise silent
mutasyonu oldugunu bildirmislerdir. Calismalarimin sonucunda, TILLING ¢eltik
popiilasyonlarinin fonksiyonel genomik ¢alismalarda ve ayni zamanda mutasyon 1slah
uygulamalarinda kullaniglt oldugunu raporlamiglardir.

Sabetta vd. (2011), kiiresel olarak 6nemli yagli tohum bitkilerinden biri olan
ayciceginde (Helianthus annuus L.) ilk TILLING kaynagini olusturan bir g¢aligma
yiriitmiislerdir. Calismalarinda, en yliksek mutasyon yogunluk dengesini bulmak i¢in
farkli EMS dozlar1 ve farkli maruz birakma siireleri ile denemeler yapmislardir ve kabul
edilebilir hayatta kalan bitki oranini tespit etmislerdir. Sonuglardan elde ettikleri
¢imlenme oranlarina gore %0,7’lik EMS dozundan 6 saat bekletme uygulamasini
se¢mislerdir. Bu doz ve bekletme siiresi ile M, de 3.651 adet doéllenebilen bitki elde
etmislerdir. Arastirmacilar toplam popiilasyonlarinin  %4,79’unda bariz fenotipik
farkliliklar goézlemlemislerdir. TILLING prosediiriinii basarili bir sekilde aycicegi
bitkisine uygulamislaridir. Mutasyon uygulamasinin etkinligini belirlemek igin pilot
1.152 adet M, bitkisinde dort gen igin tarama yapmuslardir. Ele aldiklari bu dort genin
liclinlin yag asit biyosentezi ile ilgili digerinin ise ay¢icegi mildiyosiine dayaniklilikla
ilgili oldugunu ifade etmislerdir. Toplamda 9 mutant hatt1 sekanslamayla
dogrulamislardir ve toplam mutasyon frekansinin da 1/475 kb oldugunu raporlamisladir.

Knoll vd. (2011), yerfistiginda alerjiye sebep olan proteinlerin diigiiriilmesi ve
oleik asit oranini artirmak amaciyla TILLING c¢alismasi yiiriitmiislerdir. Caligmalarinda
yerfistig1 kaynakli alerjik reaksiyonlarmn oliimciil oldugunu bildirmislerdir. Ayrica bu
alerjiye neden olan proteinlerin, islenmis gida iiretimlerin dogasi geregi tamamen
onlenemedigini belirtmislerdir. Arastirmacilar bu sorunun ¢oziimiiniin mutasyon ile
alerjiye sebep olan proteinleri ortadan kaldirmak veya degistirmek oldugunu one
stirmislerdir. Bu amagla arastirmalarinda yerfistiginin her bir alt genomunda (Genom A
ve B) tanimlanmis olan alerjen genler Ara h 1 ve Ara h 2’yi kullanmislardir.
Allotetraploid yerfistiginda homolog genler arasinda ayrim yapmanin zorlugundan
dolay1, arastirmacilar etiketsiz primerler kullanmigslardir ve her iki genin ¢ogaltildig: i¢
ice PCR yonetimini yiiriitmiislerdir. Sonrasinda, gene 6zel etiketli primerler kullanarak
PCR c¢alistirmiglardir, PCR sonucu heterodupleks yapilar1 olusturmuslar, CEL1 niikleaz
enzimi ile kesmislerdir ve fragmentlere birlesen etiketlerin tespiti i¢in elektroforetik
analiz yapmislardir. Calismalarinda mutagen olarak EMS kullanmislardir ve 3.420 M,
bitkisinde 1 SNP/967 kb mutasyon frekanst gozlemlemislerdir. Calismalarinda
tanimladiklar1 en 6nemli mutasyonlarin Ara h 2.02’nin baslangi¢c kodonundaki bozulma
ve ara h 1.02’nin bitis kodonundaki prematiire oldugunu bildirmislerdir. Bu iki
mutasyonu bir sonraki jenerasyonlara homozigot olarak aktarmislardir ve ara h 2.02
proteinin ortadan kaldirildigin1 dogrulamislardir. 2D jel analiz sonuglarina gore gesitli
ara h 1 protein izoformlarimi ortadan kaldirdiklarini veya diistirdiiklerini belirtmislerdir.
Aragtirmacilar TILLING c¢alismalarinda ayrica tohumun oleik/linoleik oranini kontrol
eden doymus yag desaturaz ahFAD2 (iki kopya halindedir) genindeki mutasyonlar1 da
tamimlamiglardir. ahFAD2B proteinin inaktivasyonunu ile sonuglanan bir frameshift
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mutasyonu tanimlamiglardir. ahFAD2A geninde normal olarak inaktif enzimlerin
fonksiyonlarmi diizelten bir mutasyon tahmin ettiklerini raporlamiglardir.

Slade vd. (2012), gida tiiketiminde ¢ok 6nemli bir yeri olan bugday (Triticum
spp.) iizerinde bir TILLING ¢alismasi yiiriitmiislerdir. Calismalarinda bugdayim amiloz
seviyesini ylikseltmeyi amaclamiglardir. Calismalarinda yiiksek amiloz ve yiiksek
direncli nisasta arasinda pozitif bir korelasyon bulundugunu bunun da 6zellikle diyabet
hastaligt ve obezite ile miicadelede insan sagligi agisindan yararli oldugunu
bildirmislerdir. Aragtirmacilar TILLING kullanarak, direkt fenotipik seleksiyonlara
ihtiya¢ duyulmadan, yeni gen varyasyonlar1 tanmimlanabilecegini belirtmislerdir.
Calismalarinda tetraploid durum bugdayindaki A ve B genomlarinda ve heksaploid
ekmeklik bugdayindaki A, B ve D genomlarinda yeni genetik varyasyonlar
tanimlamiglardir. Nisasta dallandirma enzim lla geninde (SBElla) tek niikleotid
polimorfizmleri (SNPs) formundaki mutasyonlar1 tespit etmislerdir. Bu SBElla
genindeki yeni alleller ile 1slah ¢alismalarini birlestirdiklerinde, yabani tip bugdaylara
kiyasla %47-55 oraninda amiloz igeren ve nisasta dallandirmasi artirilmis daha yiiksek
amiloz igerikli durum ve ekmeklik bugday cesitleri elde etmislerdir. Yiiksek amiloz
icerikli bu hatlar1 kiitle spektrometresi ile incelediklerinde, SBElla RNA gen
ifadelerinin azaldigini, nisasta graniil morfolojisinde ve nisasta graniil protein
yapilarinda degisiklikler oldugunu raporlamislardir. Arastirmacilar bu ¢alismalar1 ile
bugday gibi daha komplike bir genom yapisina sahip bir bitkide, transgenik
modifikasyonlar olmadan TILLING kullanilarak yeni ozellikler gelistirilebilecegi
bildirmislerdir.

Chen vd. (2012), ekmeklik bugdayda TILLING c¢alismasi yiiriitmislerdir.
Calismalarinda ekmeklik bugday genomunun karmasik olmasindan dolayr fenotipik
taramalara dayanan seleksiyonlar ile istenilen genetik degisikliklerin elde edilemedigini
belirtmislerdir. Arastirmacilar bu sorunun asilmasinda nokta mutasyonlarin tespitinde
etkili bir ters genetik strateji olan TILLING’in ¢6ziim olabilecegini bildirmislerdir.
Ayrica Ozellikle de bugdaymn poliploidi seviyesi sayesinde yiiksek mutasyon
yogunluklaria dayanikli oldugunu bu yiizden de TILLING ig¢in ideal bir bitki oldugunu
ifade etmislerdir. Calismalarinda Jinmai 47 isimli ¢esidi kullanmiglardir ve 2.160 adet
mutant Mypopiilasyonuelde etmislerdir. Tarla kosullarinda M, ve M3 hatlarindan birgok
farkli morfolojik degisikliklere ugrayan fenotipler gozlemlemislerdir. TILLING
prosediiriinii  sadelestirmek ve maliyetini azaltmak i¢in mutasyonlarin tespitinde,
etiketlenmemis primerler ve denatlire olmayan poliakrilamid veya agaroz jel
kullanmiglardir. Gelistirdikleri bu prosediiriin etkinligini, 300 ve 512 adet mutant hatta
belirledikleri 3 adet gen icin RAPD ve Intron-spliced junction (I1SJ) primerli PCR
kullanarak test etmislerdir. RAPD/IS] ile 1/34 kb ve TILLING ile 1/47 mutasyon
frekans1 gibi yliksek bir deger elde etmislerdir. Belirlemis olduklar1 3 gende toplamdan
31 yeni allel tanimlamiglardir ve bunlar1 sekanslama ile dogrulamiglardir. Arastirmacilar
elde ettikleri sonuglarla, bugday arastirmalarinda kullanighh mutant popiilasyonlarinin
olusturabilecegini ve yeni allellerin tanimlanabilecegini raporlamislardir.

Reddy vd. (2012), gida harici ticari olarak kullanilan tiitiin bitkisinde TILLING
caligmas1 yiiriitmiislerdir. Calismalarinda tiitinde ekonomik olarak yaprak
verimliliginin 6nemli oldugunu bildirmislerdir. Arastirmacilar yaprak verimliligi ve
metabolik Ozellikler elde etmek amaciyla EMS kullanarak TILLING popiilasyonu
olusturmuslardir. DNA ve tohum kiitiiphanelerini 7.800 adet M, bitkisinden
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hazirlamiglardir. Mutasyon taramasi igin 3.072 adet M, bitkisinden elde ettikleri
amplikonlarin 3D bulklamas1 ile yiiksek c¢iktili dizileme teknolojini kombine
etmislerdir. Yaprak biyokiitlesi ile potansiyel iliskisi olabilecek genlerde (Ntfw2.2 ve
NtLs) ve ikincil metabolizm genlerinde (NtMYB12 ve NtGGR) toplamda 7 adet
mutasyon tamimlamislardir. Popiilasyonlarindaki mutasyon yogunlugunun 1/1,423
milyon baz ¢ifti; genom basina da 3.162 mutasyon hesaplamiglardir. Ntfw2.2’de ii¢
tanesi hari¢ aday nokta mutasyon tespit etmislerdir ve bu mutasyonlarin prematiire stop
kodonlarina sebebiyet verdigini belirtmislerdir. Arastirmacilar olusturmus olduklari
popiilasyondan yaprak sayisi fazla ve daha genis yapraklara sahip 6zellikli mutant
hatlar1 segmislerdir ve bunlar1 bir sonraki jenerasyonlara aktarmislaridir.

Frerichmann vd. (2013), seker pancar1 (Beta vulgaris ssp. vulgaris L) tizerine bir
EcoTILLING calismas yiiriitmiislerdir. Calismalarinda genel olarak seker pancarinin
ilkbaharda ekilip sonbaharda hasat edildigini, miinavebe ekim sistemlerinde ise seker
pancarinin verimliligini artirmak i¢in sonbahar ekilip, tim yil boyunca yetistirildigini
belirtmislerdir. Ancak bu miinavebe sistemindeki “kislik seker pancari” iiretiminde
yeterli kis dayaniminin ve tohuma kalkmanin kontroliiniin énemini vurgulamislardir.
Aragtirmacilar, 268 adet B. Vulgaris koleksiyonunu, EcoTILLING ile {i¢ adet
ciceklenme zamaniyla iliskili genler i¢in taramislardir. Yaptiklan tarla ¢alismalarinda,
seker pancarlarinin tohuma kalkma ve kisa dayanimlarini denemislerdir. ECoOTILLING
ile 50 haplotiple sonuglanan BTC1, BvFL1 ve BvFT1genlerinde 20 silent SNPs ve 1
non-synonymous SNP tanimlamiglardir. Ayrica c¢alismalarinda, kis Oncesi tohuma
kalkma ve ayni zamanda kisa dayanimla ilgili BvFLI de niikleotid polimorfizm tespit
etmislerdir. Aragtirmacilar yaptiklari calisma ile seker pancarinda BvFLI in homologu
FLC nin fonksiyonu hakkinda veri elde etmislerdir. Seker pancarinda genetik farkliligin
ve allellerin tespiti i¢in EcoTILLING’in etkili bir metot oldugunu arastirmacilar
raporlamiglardir.

Gilchrist vd. (2013), Brassica napus bitkisinde EMS ile bir mutasyon
popiilasyonu olusturmuslardir. Bu popiilasyondan 3.158 adet hat elde etmislerdir. Bu
hatlar arasindan yararli mutasyonlarin tespiti i¢cin TILLING ¢alismas1 ylirtitmislerdir.
Calismalarinda  klasik  TILLING’te, mutasyona ugratilmis popiilasyonunun
olusturulmasina takiben sadece mutasyon tasiyan PCR {iriinlerini ayiran mismatche 6zel
endoniikleazlar kullanilarak DNA taramasi gerceklestirildigini belirtmislerdir. Daha
sonra Poliakrilamid gel ile c¢alisilan gendeki mutasyonlarin gorsellestirildigini
bildirmislerdir. Arastirmacilar da bahsettikleri bu teknigi kullanmiglardir ve B. napus’ta
(kanola varyete DH12075) 26 farkli gende 432 mutasyon tanimlamislardir. Lokusa
bagl olarak 1/56 kb’den 1/308 kb’ye kadar ortalama ise 1/109 kb mutasyon frekansi
hesaplamiglardir. Ayrica poliploid tiirlerde bile yeni nesil DNA dizileme (Next
Generation  Sequencing)  teknolojisinin  popiilasyondaki  nadir = mutasyonlari
tanimlayabilecek efektif bir yaklasim oldugunu raporlamislardir.

Sparla vd. (2014), ekilis alan1 ve toplamda hasat edilen miktar1 bakimindan en
onemli dordiincii tahil olan arpada (Hordeum wvulgare L.) TILLING calismasi
yirlitmiislerdir. ~ Caligmalarinda  arpanin = endosperm  yapisindaki  nisastay1
incelemislerdir. Arastirmacilar arpa nisastasinin, amiloz ve amilopektinin 1:3 oraninda
ve farkli boyutlardaki graniil yapilarinda depolanmasiyla sekillendigini bildirmislerdir.
Bu graniillerin, B-graniilleri ve A-graniilleri olmak iizere iki ¢esit oldugunu, B-
graniillerinin kiire seklinde kiigiik boyutlarda ¢ogunlukta; A-graniillerinin ise diskoid
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seklinde az sayida ama boyut olarak biiylik oldugunu bildirmislerdir. Nisasta
graniillerinin X-ray kirinim1 desenli yari-kristal yapida oldugunu ve bu nisasta
graniillerine ait Ozelliklerin farkli enzimler tarafindan kontrol edildigini ifade
etmiglerdir. Bu yapilarin arpanin endiistriyel uygulamalarini veya besin degerlerini
etkiledigini belirtmislerdir. Arastirmacilar yaptiklar1 ¢alismada arpaya sodyum azid
mutageni ile muamele etmisler ve olusturduklart TILLING popiilasyonunda nisasta
metabolizmasini etkileyen 5 adet gen i¢in 29 yeni allel tanimlamiglardir. Dane doldurma
sirasinda endospermde ifade edilen bu bes genin: BMY1 (Beta-amylase 1), GBSSI
(Granule BoundStarch Synthase 1), LDA1 (Limit Dextrinase 1), SSI (Starch Synthase 1),
SSlla (Starch Synthase Ila) oldugunu ifade etmislerdir. Calismalarinda missense veya
nonsense mutasyon iceren 9 adet Mgshattinin rezerv nisastalarmin graniil boyutlari,
kristallik ve amiloz/amilopektin orani acisindan analiz etmislerdir ve yabani tipe gore
farkli 6zellikte nisasta yapisi1 gosteren 7 adet mutant hat belirlemislerdir. Belirledikleri
bu mutant hatlar1 (i) GBSSI’de missense mutasyonu gosteren hattin amiloz/amilopektin
orani 4 kat daha diisiiktiir. (i1) SSI’de missense mutasyonu gdsteren hattin A:B graniil
orani 2 kat daha fazladir. (iii)) SSlla’da nonsense mutasyonu gdsteren hattin
amiloz/amilopektin orant 2 kat daha fazladir ve graniillerinde farkli tipte kristal
depolama vardir. (iv) Geri kalan 4 adet missense mutasyonlar1 da graniil baslangicinda
rolii olan LDA1 ve A-graniillerinin boyutlarinda rolii olan SS//a’da tanimladiklarini
raporlamiglardir.

Vivekanand vd. (2014), TILLING ile yulaf tohumunun lignin igerik farkliliklari
hakkinda bir ¢aligma yiirtitmiislerdir. Bu amagla mutasyona ugrattiklar1 yulaf TILLING
poplilasyonundan rastgele 520 bagimsiz hat se¢mislerdir ve bu hatlar1 taramislardir. Ele
aldiklar1 tohumlarin lignin igeriklerinin 20 ile 63 g/kg arasinda oldugunu bildirmislerdir.
Calismalarinda kullandiklar ticari yulaf ¢esidi olan Belinda’nin tohum lignin igerigini
41g/kg oldugunu tespit etmislerdir, TILLING popiilasyonunu da bu c¢esitten
olusturmuslardir. Calismalarinda kontrol amaciyla ele aldiklar1 diisiik lignin igerik
ozelligine sahip Kanada yulaf cesidi Assiniboia’nin lignin igeriginin ise 21g/kg
oldugunu belirtmiglerdir. Arastirmacilar mutant hatlardan c¢ikardiklart ligninin
Belinda’dan kalitatif olarak farkli olup olmadigini belirlemek i¢in en diisiik ve en
yiiksek lignin igerikli iki hatt1 se¢ip XRD, UV ve FT-IR spektroskopi kullanarak yapisal
olarak analizlerini gerceklestirmislerdir. Yapmis olduklar1 analizlerin sonuglarina gore,
Belinda ¢esidine kiyasla 6nemli derecede kalitatif olarak tohum lignin igerik farkliliklar
elde etmislerdir. Bu sonuglara dayanarak mutant hatlarin tohumlarinin, Belinda
¢esidinin tohumlarima gore ruminant beslemesinde daha kolay sindirilebilir oldugunu
belirtmislerdir. Sonuglarini, 6n in vitro sindirim denemeleri ile dogruladiklarini
raporlamiglardir.

Hoshino vd. (2014), soya fasulyesinde (Glycine max (L.) Merr.) a-linoleik asit
igerigi diisiirmek igin bir TILLING ¢alismas yiiriitmiislerdir. Tipik soya fasulyesinde
%8 a-linoleik asit igeriginin bulundugunu, bu a-linoleik asidin de oldukga kararsiz ve
kolayca okside oldugunu belirtmislerdir. Bu 06zellik birgok gida ve endiistriyel
uygulamalarda istenmeyen bir durum oldugunu dolasiyla da a-linoleik asit igeriginin
diisiiriilmesine yonelik genetik stratejilerin ekonomik olarak degerinin bulundugunu
vurgulamislardir. Dogal soya fasulyesi varyasyonlar1 arasinda diisik o-linoleik asit
icerikli genetik kaynaklarin kisith oldugunu, ¢oklu doymamis yag asit metabolizma
yolunda o-linoleik sentezinden mikrozomal omega 3 yag asit desaturaz (FADS3)
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sorumluoldugunu bildirmislerdir. Calismalarinda soya fasulyesi genomunda 4 adet
FAD3 homologu (Glyma02g39230, Glymallg27190, Glymal4g37350 ve
Glymal8g06950) bulundugunu ifade etmislerdir. Bunlardan Glyma02g39230
(GmFAD3-1a) ve Glymal4g37350 (GmFAD3-1b)’de fonksiyonel olmayan alleller;
Glymal8g06950 (GmFAD3-2a)’de kiigiik varyasyonlar bulundugunu belirtmisleridir.
Calismalarinda, GmFAD3-2aallellinden 7 adet mutant1 izole etmislerdir. TILLING
kullanarak elde ettikleri 39.100 adet bagimsiz mutant hattan elde ettikleri bu 7 hattin her
birinin tek niikleotid degisikligi i¢erdigini bildirmislerdir. GmFAD3-2a transkriptinin ve
enzim aktivitelerinin analizlerinde fonksiyonel olmayan GmFAD3-2a alleli igeren bir
missense mutanti (P1-A9) tanimlamislardir. Fonksiyonel olmayan ii¢ allelin (GmFAD3-
la, GmMFAD3-1b ve GmFAD3-2a) kombinasyonuyla %?2’den az a-linoleik asit igerikli
soya fasulyesi hatlar1 olusturduklarini raporlamislardir.

Kim ve Tai (2014), c¢eltikte diisiik fitik asit mutasyonlar1 i¢in bir TILLING
calismasi yuriitmislerdir. Fitik asidin (myo-inositol-1,2,3,4,5,6-hexakisphosphate veya
InsPg) tohumdaki toplam fosforun %75-85’inden sorumlu oldugunu belirtmislerdir.
Diusiik fitik asit (Ipa) mutasyonlarinin tohumdaki InsPg’yi diisiirdiigiinii bunun da
inorganik P’nin yiikselttigini bildirmislerdir. inorganik P, fitik asit P’nin aksine insanlar
ve monogastrik hayvanlar tarafindan rahatlikla sindirildigini vurgulamislardir. InsPsg,
ana mineral katyonlarin biyo-yararlarini diisiirdiigiinii ve Lpa tohumlar1 gelistirmenin
insan ve hayvan beslenmesi agisindan ©nemli oldugunu bildirmislerdir. Bunu
gerceklestirmek igin InsPgmetabolizmas: iyi anlasilmasi gerektiginin ve diger bitki
proseslerindeki rollerinin tanimlanmasi gerektigini belirtmislerdir. Calismalarinda, dort
yeni lpa mutasyonlarini tanimlamak i¢in kamuya agik ¢eltik TILLING kaynaklarini
kullanmislardir. Bu mutasyonlardan ikisinin inositol (1,3,4)P3 5/6-kinase(ITPK) gene
ailesine ait (LOC_0s09g34300); diger ikisi ise c¢oklu ila¢ diren¢ proteini (MRP) ile
iligkili gene ait (LOC_0Os03204920) oldugunu bildirmislerdir. Arastirmacilar ITPK
genindeki mutasyonlarda, InsPs oranlarinin 6nemli derecede diisiik oldugu iki mutant
(%46 ve 68) elde etmislerdir. MRP genindeki mutasyonlarda ise InsPg oranlarinin daha
da diisiik oldugu iki mutant (%20 ve 30) raporlamislardir. ITPL genindeki bir mutantin
(%461nsPg), MRP genindeki her iki mutantin da tohum agirhigi, ¢imlenme ve fide
gelisimlerinin yabani tiple benzerlik gosterdigini bildirmiglerdir.

Guo vd. (2015), yerfistig1 i¢in sekanslama metoduna uygun bir TILLING
gelistirmek ve bu metodu stres ile ilgili indiiklemis gen mutasyonlarini tanimlamada
kullanmak amaciyla bir ¢alisma yiriitmislerdir. Ydrittiikleri ¢alismada TILLING’in
fonksiyonel genomik calismalar icin efektif bir ters genetik yaklasimi oldugunu
belirtmislerdir. Biyotik ve abiyotik strese dayaniklilik genlerini tespit edebilmek i¢in
mutasyon tahmin edici parametre olarak, minimum referansiz niikleotid okumasi yapan
ya da minimum varyantli ¢ogalticili iki-boyutlu bulklama stratejisi ile birlikte yliksek
verimli sekanslama kullanmislardir. Yerfistiginda, Aspergillus spp. ile enfekte olmus
olgun tohumlarda, lipoksigenaz (lipoxygenase) genlerini yiiksek derecede tetiklendigini,
bunun da bitki-fungus etkilesimi agisindan onemli olduguna isaret etmislerdir.
Arastirmacilar, son ¢aligmalarda fosfolipaz D (phospholipase D, PLD) gen ifadesinin
kuraga dayanikli yerfistig1 hatlarinda, kuraga hassas hatlara gore fazla oldugunun ortaya
cikarildigint ifade ederek, TILLING i¢in yenice kesfedilmis yerfistig1 lipoksigenaz
(lipoxygenase) genleri ile birlikte Onceki calismalardan yerfistigt PLD genlerini
se¢cmislerdir. Bunlara ek olarak, iki onemli alerjen genleri Ara h 1 ile Ara h 2 ve
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tohumdaki oleik ve linoleik oranini kontrol eden yag asidi desaturaz (desaturase)
ahFAD2 genini ¢alismiglardir. Sonug olarak g¢alismalarinda bir yerfistigi kok cDNA
kiitiiphanesini taramiglardir ve LOX geni i¢in 3 aday gen tanimlamislardir. ahLOX7
genini, kok ve tohumlardaki yliksek gen ifadesinden dolayr TILLING metodu igin
se¢mislerdir. TILLING popiilasyonundan 768 Mjhattin1 taramislar ve ahLOX7 geni igin
4 adet missense mutasyonu; ahPLD geni i¢in 3 adet missense mutasyonu; ara h 1.01
geni i¢in 1 adet missense, 2 adet silent mutasyonu; Ara h 1.02 geni i¢in 5 adet missense,
3 adet silent mutasyonu; ahFAD2B geni i¢in 1 adet missense mutasyonu; ara h 2.02
geni icin 1 adet silent mutasyon tanimlamiglardir. Genel olarak da c¢alismalarindaki
mutasyon frekansimnin 1 SNP/1.066 kb; tek kopya gen i¢in SNP frekansinin 1 SNP/344
kb ve ¢oklu kopya gen i¢in de 1 SNP/3.028 kb oldugunu raporlamislardir.

Sestili vd. (2015), durum bugday iizerinde yaptiklari TILLING c¢alismasinda
yiiksek amiloz igerikli fenotipler yakalamiglardir. Calismalarinda durum bugdayinda,
amiloz/amilopektin oraninin nigasta yapisi ve ozellikleri tizerinde biiytik etkiye sahip ve
optimal son kullanim agisindan énemli oldugunu bildirmislerdir. Arastirmacilar, nisasta
dallanma enzimi Ila’y1 (Starch Branching Enzyme - SBElla-A ve SBElla-B) kodlayan
her iki homolog gendeki allellerin susturulmasi ile durum bugdayini 1slah etmislerdir ve
yiikksek amilozlu hatlar elde etmislerdir. Bu genlerin tamamen susturulmasiyla nisasta
sentezi tizerinde birtakim pleyiotropik etkiler olustugunu bildirmislerdir. Bu etkilerin:
(Bugday dallanma enzimi) transkripsiyonel aktivitesini ve enzim sentezlerini kodlayan
tiim genleri (SSI, SSlla, SSIII ve GBSSI) etkiledigini belirtmislerdir. Arastirmacilar ¢ift
SBElla mutantlarinin danelerinden elde ettikleri nigastalarin yabani tiplere gore yaklasik
1,95 kat daha fazla amiloz ve yaklasik 8 kat daha fazla direnc¢li nisasta igerdigini
raporlamiglardir.

Reddy ve Saiprasad (2015) caligmalarinda nikotinin, parasempatomimetik
haricinde insektisit ve tedavi edici uygulamalart gibi genis kullanim alanlarindan dolay1
ticari degeri yiiksek onemli bir bitki metaboligi oldugunu ifade etmislerdir. Ayrica
nikotinin biyosentezi, bitkilerde ikincil metabolitleri diizenleyen genlerin calisiimasi
icin model bir metabolik yol teskil etti§ini belirtmislerdir. Arastirmacilar, nikotin
biyosentezi ile ilgili genlerde SNP bakimindan genetik varyasyonlar1 tanimlamislardir.
Nikotin biyosentezi ile ilgili 19 gende 50 adet dogal varyasyon raporlamislardir.
Bunlara ek olarak tiitin TILLING mutant popiilasyonunda da mutasyonlar
tanimlamiglardir. PMT2 genindeki sinonim olmayan bir SNP, PMT?2 proteininde H25Q
doniistimiine sebep oldugunu belirtmislerdir. Yapmis olduklart germplasmlarin
regresyon analizi, bu tarz SNP’lerin nikotin iceriginde goriilen toplam varyasyonlarin
%?3’line tekabiil ettigini hesaplamislardir. Ayrica, mindr allel igeren germplasm
hatlariin hepsinin nikotin igerikleri, ticari ¢esit Kanchan’in(K326) nikotin igeriginden
daha fazla oldugunu bildirmislerdir. Caligsmalarinda tanimladiklar1 dogal/indiiklenmis
fonksiyonel karakterlerin, ikincil metabolitleri diizenleyen genlerin anlasilmasinda ve
farkli nikotin igerikli 1slah hatlarin gelistirilmesinde kullanilabilecegini raporlamislardir.

Bajaj vd. (2016), caligmalarinda nohut bitkisi iistiinde, zamandan tasarruf
saglayan, is¢iligi azaltan ve ekonomik bir yaklagim sunan agaroz jel tespitli bir
EcoTILLING yiirtitmiiglerdir. Arastirmacilar 192 adet farkli desi ve kabuli nohut
koleksiyonunda yaptiklari genotiplemeyle, 1.133 adet transkripsiyon faktor (TF)
genlerinin diizenleyici dizilimleri ve ayristirict kodlarindan yeni SNP allel varyantlar
bulmuslardir. SNP genotiplemeden elde etikleri veriler ve 192 adet koleksiyonun tarla
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kosullarindaki tohum agirlik fenotiplerinden gelen verileri birlestirmislerdir. Bu sayede
nohutta tohum agirligmi diizenleyen 8 TF genindeki 8 SNP allelini tanimlamiglardir.
Tohum agirlig1 fenotipinde, %31 fenotipik varyasyon gozlemlemislerdir. Tohum
agirhgiyla iligkili olan dogal allel varyantlart ve TF gen adaylarinin, nohutun marker
yardiml1 genetik iyilestirmelerini hizlandiracak potansiyeli oldugunu raporlamislardir.
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3. MATERYAL VE METOT
3.1. Materyal
3.1.1. TILLING popiilasyonunda kullanilan NC-7 ¢esidinin ozellikleri

TILLING popiilasyonu NC-7  isimli  yerfistigt c¢esidi  kullanilarak
olusturulmustur. Bu gesit, kiiltiir yerfistiginin (Arachis hypogaea L.) hypogaea alttiiriine
ait hypogaea varyetesinin “virginia” agronomik tipidir. Cesit ABD’den introdiiksiyon
yontemiyle 1slah edilmis ve 1991 yilinda Bati Akdeniz Tarimsal Arastirma Enstitiisii
tarafindan tescil ettirilmistir. Ulkemizde en fazla ekilisi yapilan yerfistig1 cesididir
(Kadiroglu 2018). Yar1 yatik biiyiime gosterir, daneleri biiytiktiir, silindirik sekildedir ve
acik pembe rengindedir. Ortalama bin dane agirlig1 900-950 g’dir. i¢ oranm1 %70-75"dir.
140-160 giinde olgunlasir ve verim potansiyeli 4-4,5 t/ha’dir. Cesidin tohum protein
orani %22, yag oran1 %50-52, yag kompozisyonu da oleik asit %55 ve linoleik asit %27
seklindedir.

3.1.2. Deneme yerinin iklim degerleri ve toprak yapisi

M; popiilasyonu Akdeniz Universitesi Ziraat Fakiiltesine ait deneme alaninda
acik tarla kosullarinda 2018 yili yaz sezonunda yetistirilmistir. Akdeniz Universitesi
18955 numarali Meteoroloji Istasyonundan alman 2018 yetistirme sezonu meteorolojik
verileri Cizelge 3.1.’de verilmistir. Agik deneme tarlas1 topragi pH 7,7 hafif alkali, tinli
kil yapisindadir. M; popiilasyonu ise sera kosullarinda viyollerde yetistirilmistir.
Viyoller i¢in toprak sikiligin artmasina yardim ederek su drenajini azaltmak ve nemi
muhafaza etmek icin “perlit”; toprak pH araligini diizenlemesi i¢in “torf”; toprak
havalanmasint diizenlemesi ic¢in “vermikulit” ve organik ve inorganik bitki besin
maddeleri i¢in “toprak” sirasiyla 1:1:3 oranlarindaki karigim kullanilmistir.

Cizelge 3.1. 2018 yetistirme sezonu meteorolojik verileri

Aylar (2018 Ortalama ,?J;?im; c5a0k;;1rgl Ortalama Nispi Toplam Buharlagsma
Yih) Sicaklik (°C) ©C) Nem (%) (mm)

Mayis 23,4 22,7 64,5 415,3
Haziran 25,8 26,4 70,7 617,6
Temmuz 29,8 29,0 58,8 475,8
Agustos 29,3 30,0 61,6 357,3

Eyliil 27,4 28,4 52,4 305,9

Ekim 21,9 22,6 55,1 526,6

20




MATERYAL VE METOT K. KARAMAN

3.2. Metot
3.2.1. TILLING popiilasyonu olusturulmasi
3.2.1.1. EMS uygulamasi

Mutasyon olusturulmas1 amaciyla Sigma Aldrich kimyadan MO0880-25 f{iriin
koduyla temin edilen etil metan siilfanat (EMS - molekiiler formiilii: C3HgO3S, Cas
Numarasi: 62-50-0) yerfistig1 tohumlarina %0,4 ve %1,2 olmak iizere iki doz halinde
uygulanmistir. 25 g paketler halinde gelen kimyasalin yogunlugu 20°C’de 1.206
g/ml’dir. 25 g siv1 olarak 20,0 ml’dir. Calismada %0,4 ve %1,2 oraninda dozlar 1.988
ml de-iyonize su igerisine birakilmistirr. Uygulama oncesi toplam 3000 adet tohum, 10

saat boyunca musluk suyunda bekletilmistir. Sonras1 da 3000 adet tohumun yarisi
(1.500 adet) %0,4liik, diger yaris1 da %1,2’lik orandaki 2000 ml EMS’li su igeren
kavanozlara alinmis ve kimyasalin tohumlara esit dagilmasi i¢in150 rpm devirde 2 saat
boyunca karistirict iizerine alinmistir. Karistirma islemi sonrast %0,4’liik EMS
solisyonundaki tohumlar 10 saat, %1,2’likte olanlar ise 2,5 saat bekletilmeye
birakilmistir. Tohumlar EMS kalintilarindan temizlenmesi i¢in de-iyonize su ile ii¢ defa
yikanmis ve tiim gece boyunca akan suda durulama islemi yapilmistir (Sekil 3.1.).

Sekil 3.1. EMS uygulamasi; a) kullanilan mutagen kimyasal; b) karistirici iizerine
alinan EMS soliisyonlu tohum kavanozu; ¢) EMS kalintilarindan temizlenmesi i¢in akan
su ile durulama islemi

3.2.1.2. M; popiilasyonunun olusturulmasi

EMS ile muamele edilmis tohumlar agik tarlaya ekilmeden once tarla hazirhig
yapilmigtir. Tarla hazirligi kapsaminda ilk olarak pulluk ile 30-40 cm derinliginde
stirlim gerceklestirilmistir. Siirimden sonra ortaya ¢ikan biiyiik keseklerin par¢alanmasi
icin diskaro c¢ekilerek tarla hazirlanmistir. Ekim igleminden ©nce herhangi bir
giibreleme uygulamasi yapilmamistir. Tohumlar 70 cm sira arast ve 20 cm sira lizeri
olacak sekilde tekerriirsiiz olarak 14.05.2018 tarihinde Ogrencilerin yardimiyla 1.500
adeti %0,4 ve yine 1.500 adeti %1,2 dozunda EMS ile muamele edilmis toplam 3.000
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adet tohum ekilmigstir. Siralarin takibi amaciyla her 10 siraya bir etiket yerlestirilmigtir.
Ekim isleminden sonra damlama sistemi kurulmus ve ortalama haftada bir kere 2 saat
sulama yapilmigtir (Sekil 3.2.).

Sekil 3.2. M1 popiilasyonunun olusturulmasi amacit ile EMS ile muamele edilmis
tohumlarin tarlaya ekilmesi

3.2.1.3. M; popiilasyonunun hasadi

Hasat islemlerine 10.10.2018 tarihinde baslanmistir. %0,4’lik ve %1,2’lik
EMS’li bitkilerin hasadi1 karismayacak sekilde ogrencilerin yardimiyla yapilmistir.
Hasad1 yapilan yerfistiklart kurumasi i¢in cam seraya alimmistir. Kuruyan bitkilerin
tohumlart da birbirlerine karigmayacak sekilde ayr1 kese kagitlarina konularak
depolanmustir (Sekil 3.3.).

Sekil 3.3. M; popiilasyonunun yetistirilme, hasat ve kurutma asamalari; a) yeni ¢ikis
yapmis bitkiler; b); c) yetistirme asamasi; d); €); f) hasat asamasi; g); h); 1) kurutma
asamasi
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3.2.1.4. M, popiilasyonunun olusturulmasi

M; popiilasyonunda en ¢ok tohum (kapsiil) baglayan 768 tek bitki se¢ilmistir.
Secimin yarist %0,4’lik EMS bitkilerinden, diger kalan yarisi da %1,2’lik EMS
bitkileri arasindan yapilmistir. Secilen tek bitkilerin kapsiilleri arasindan da genel
gorliniisii 1yl ve biiylik olan tohumlar ekilmek i¢in ayrilmistir. Segilen tohumlar ve
kontrol olarak NC-7 cesidi 2018 yili Kasim ay1 igerisinde viyollere ekilmistir.
Sonbaharda ekim islemi gergeklestirildigi ve sera acikliklarindan soguk girdigi i¢in sera
icerisine polietilen naylondan kiigiik bir sera kurulmus ve bu kiigiik seranin 1sinmast igin
de elektrikli 1sitict kullanilmistir. Viyollere ekilen tohumlar bu kiigiik seraya
yerlestirilmis ve siralar etiketler lizerine yazilarak takibi saglanmistir (Sekil 3.4.).

Sekil 3.4. M, popiilasyonunun yetistirilmesi

3.2.2. M; popiilasyonundaki bitkilerden DNA izolasyonu

Ekimi yapilan tiim M; bitkilerinin her birinden ve kontrol NC-7 ¢esidinden DNA
izolasyonu i¢in yaprak ornegi alinmistir. DNA izolasyonu i¢in Doyle ve Doyle (1990)
tarafindan gelistirilen CTAB metodu kullanilmistir (Sekil 3.5.).

CTAB metoduna gore (Doyle ve Doyle 1990);

1. Seradaki bitkilerin yaprak ornekleri, 1,5 ml’lik eppendorf tiiplerin bas
kisimlarmin  kapakgiklar1 boyutunda yaklasik 0.1 g almarak tiiplerin igerisine
konmustur. Yaprak 6rneginin alindig: her bir tiip iizerine bitkinin sira numarast ve EMS
dozu asetat kalem ile yazilmistir. Laboratuvarda tiip igerisindeki yaprak orneginin
istiine 0.5 ml igerisinde binde 5 oraninda merkaptoetanol bulunan CTAB (100 mM
Tris-HCI, 1.4 M NaCl, 20 mM EDTA, %2 CTAB) tampon ¢6zeltisi ilave edilmistir.

2. Eppendorf tiip igerisindeki yaprak Ornegini ¢ozelti igerisinde ezmek
amaciyla plastik cubuklar kullanilarak yaprak ornekleri iyice ezilmigtir. DNA
kontaminasyonu 6nleme amaciyla her tiip i¢in farkli plastik ¢cubuk kullanilmistir (Sekil
3.5.3).

3. Ezme isleminden sonra DNA’larin ¢6zeltiye gegmesi amaciyla dnceden
sicakligi 65 °C’ye ayarlanmig olan su banyosunda ornekler 3 saat inkiibasyona
birakilmis ve her 15 dakikada bir c¢okmesini engellemek amaciyla hafifce
calkalanmustir.

4. Inkiibasyondan sonra drneklerin proteinlerinin uzaklastirilmas: amaciyla
600 pl kloroform-izoamil alkol (24:1) ¢ozeltisi eppendorf tiiplere konulmus ardindan
tiiplerin agizlari kapatilarak 10 saniye kadar hafifce ters diiz edilerek calkalanmistir.

5. Bu islemin ardindan eppendorf tiip igerisindeki oOrnekler 20 dakika
boyunca 14.000 rpm devrinde santrifiij edilmistir. Santrifiij sonras1 eppendorf tiiplerin
igerisinde 3 faz gozlemlenmistir. Alt kismindaki fazda kloroform, orta tabakadaki fazda
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protein ve st kisimdaki fazda ise DNA’nin bulundugu sivi bulunmaktadir. Eppendorf
tiipiin igerisindeki iist kisim (supernatant) 1.5 ml’lik temiz eppendorf tiipe aktarilmistir
(yaklasik 300 pl). Bu asama daha temiz DNA izolasyonu elde etmek amaciyla bir kez
daha tekrarlanmustir. Ikinci tekrardan sonra yeni eppendorf tiiplere yaklasik olarak 150
ul tst faz ¢ekilmistir.

6. Ust fazdan cekilen sivi igerisindeki DNA’nin ¢dkmesi i¢in iizerine 500 pl
hacminde -20 °C’de bulunan soguk izoproponal konulmustur. Eppendorf tiiplerinin
agizlart iyice kapatilarak yaklasik 10 saniye hafifce ters diiz etmek suretiyle
calkalanmistir ve DNA’nin daha iyi ¢cokmesi amactyla 1 gece -20 °C’de bekletilmistir.

7. Bir gece bekletilen 6rnekler -20 °C’den alinmis ve 14.000 rpm devirde 10
dakika boyunca santrifiij edilmistir.

8. Bu islem sonrasinda eppendorf tiiplerin dibinde pelet olustugu
gozlemlenmistir. Pelet yerinden oynatilmayarak tiipiin igerisindeki sivi bosaltilmistir ve
pelet tizerine -20 °C’de bulunan %70’lik etanolden 300 pl konulmustur. Eppendorf
tipliniin agz1 iyice kapatilarak 14.000 rpm devirde 5 dakika boyunca santrifiij
yapilmistir. Bu asama bir kez daha tekrarlandiktan sonra santrifiij edilen tiiplerin
dibindeki pelete zarar vermeden sivilar dikkatlice bosaltilmistir.

9. Siwvist  bosaltilmis  tiipler, igerisindeki etanol damlaciklarinin
uzaklastirllmas1 amaciyla agizlar acik ters ¢evrilmis vaziyette kurumaya birakilmistir
(Sekil 3.5.b).

10. Kuruma asamasindan sonra eppendorf tiip igerisindeki pelet tizerine 150

ul saf su ilave edilmistir. DNA’larin suya ge¢mesi amaciyla ornekler +4 °C’de bir gece
bekletilmistir. Daha sonrasinda ise DNA’larin bozulmamalar1 i¢in -20 °C’de
saklanmistir.

Sekil 3.5. M; popiilasyonundaki bitkilerden DNA izolasyonu; a) yaprak orneklerinin
tampon sivi igerisinde plastik g¢ubuklarla ezilmesi (asama 2); b) tiip igerisinde kalan
etanol damlaciklarinin kurutulmasi (asama 9); ¢) santrifiij i¢in kullanilan cihaz

DNA izolasyonu yapilan 6rneklerin DNA kalitelerine bakmak amaci ile her bir
bitkiden cikartilan DNA’lardan 7 pl hacminde alinmis ve 2 pl yiikleme boyasi ile
karistirillarak %1°lik agaroz jele yiliklenmistir. Elektroforez cihazinda 15 dakika boyunca
65 voltta kosturulan 6rnekler daha sonra ultraviyole 151k altinda goriintiilenmistir (Sekil
3.6.).
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Sekil 3.6. Mybitkilerinden secgilen bazi bitkilere ait DNA izolasyonu sonrasi agaroz jel
goruntiisu

3.2.3. TILLING protokolii

TILLING i¢cin  mutasyon  popiilasyonun  olusturulmasindan  sonra
mutasyonlarinin tespitinde su asamalar izlenmistir; izolasyonu yapilmis DNA’larin
bulklanmasi, DNA’larin amplifikasyonu ve mutasyonun oldugu heterodupleks tirtinlerin
olugsmasi icin PCR, heterodupleks firiinleri parcalamak i¢in enzimatik kesim ve son
olarak da kesilen bu heterodupleks DNA’larin tespiti icin kapiller elektroforez
calistirilmas1 (Cizelge 3.2.). Bu tez calismasinda bahsedilen asamalar uygulanarak
potansiyel mutasyonlarin tespiti yapilmaya ¢aligilmustir.

Cizelge 3.2. Mutasyonlarin tespiti i¢in izlenen agsamalar

| Izolasyonu Yapilmis DNA'larm Bulklanmas: |

| PCR |

1

| Heteroduplekslerin olusmas: |

| Enzimatik Kesin |

|

| Kapiller Elektroforez |
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3.2.3.1. izolasyonu yapilmis DNA’larin bulklanmasi

DNA izolasyonlar1 yapilmis bitkiler, %0,4 ve %1,2 EMS dozlarima gore
eppendorf tiiplerde -20 °C’de depolanmistir. Daha sonra PCR islemleri i¢in DNA
izolasyonu yapilmig tiim bitkiler (kontrol bitkileri dahil) EMS dozlarina gére 96°lik
plakalara her bir iriinden 50 mikrolitre olacak sekilde 4’li bulklama yapilarak
aktarilmistir. Cizelge 3.3.’de %0,4’liik EMS bitkilerinin 96’lik plakaya bulklama listesi,
Cizelge 3.4.te %1,2°1ik EMS bitkilerinin 96’11k plakaya bulk listesi gdsterilmistir.

Cizelge 3.3. %0,4 EMS uygulanmis bitkilerin DNA’larin 96’lik plakaya 4’lii bulklama

listesi
1|23 |4 |5|6 7|89 |10/11| 12
2 | 72 | 136|175 222|274 | 329 | 367 | 415 | 468 | 510 | 546
3 | 73 | 137|177 | 223 | 275|330 369 | 418 | 469 | 511 | 547
A 5 | 76 | 138 | 178 | 224 | 279 | 331 | 373 | 420 | 470 | 512 | 548
6 | 79 | 139|179 | 226 | 282 | 332 | 374 | 421 | 472 | 513 | 549
7 | 81 | 140|181 | 229|284 | 333 | 375 | 423 | 474 | 514 | 550
8 | 83 | 141|183 | 232|288 |336| 376|424 | 475|515 551
B 10 | 84 | 142 | 187 | 234 | 289 | 337 | 377 | 425 | 476 | 516 | 552
16 | 85 | 143 | 188 | 235 | 290 | 338 | 378 | 426 | 477 | 517 | 553
19 | 87 | 145|189 | 236 | 291 | 339 | 379 | 428 | 480 | 518 | 556
C 20 | 88 | 146|190 | 238 | 292 | 340 | 381 | 429 | 482 | 519 | 557
23 | 89 | 147|191 | 239|293 | 341 | 382|430 | 483 | 521 | 558
25 | 93 | 148|193 | 240 | 294 | 343 | 383 | 431 | 484 | 522 | 559
30 | 94 | 150|194 | 241 | 295 | 344 | 384 | 433 | 485 | 523 | 560
D 32 | 95 | 151|195 | 242 | 296 | 345 | 385 | 436 | 486 | 524 | 561
33 | 96 | 152 | 196 | 244 | 301 | 346 | 387 | 437 | 487 | 525 | 562
35 | 97 | 153|197 | 245 | 304 | 347 | 388 | 440 | 488 | 527 | 565
36 | 99 | 155|198 | 246 | 305 | 348 | 389 | 442 | 490 | 528 | 566
£ 37 | 102|156 | 199 | 247 | 307 | 349 | 390 | 443 | 491 | 529 | 567
40 | 103 | 157 | 200 | 248 | 308 | 351 | 391 | 444 | 492 | 530 | 568
44 | 105|159 | 201 | 253 | 311|353 | 392 | 445 | 494 | 531 | 569
46 | 107 | 160 | 202 | 254 | 312 | 354 | 394 | 446 | 495 | 532 | 570
F 48 | 108 | 161|203 | 256 | 313 | 355 | 395 | 447 | 496 | 533 | 571
51 | 109|162 | 205 | 258 | 314 | 356 | 396 | 449 | 497 | 536 | 573
52 | 113|163 | 206 | 259 | 316 | 357 | 398 | 450 | 498 | 537 | 574
54 | 114|165 | 208 | 265 | 317 | 358 | 399 | 452 | 499 | 538 | 575
55 | 116 | 166 | 210 | 266 | 318 | 359 | 400 | 454 | 500 | 539 | 576
G 56 | 119 | 168 | 211 | 267 | 319 | 360 | 402 | 456 | 501 | 540 | 577
58 | 120|169 | 214 | 268 | 321 | 362 | 405 | 457 | 502 | 541 | 580
60 | 122|171 | 215|270 324 | 361 | 407 | 458 | 503 | 542 |NC7-1
62 | 125|172 | 216 | 271|325 | 364 | 409 | 460 | 504 | 543 |NC7-2
H 67 | 126|173 | 217 | 272 | 326 | 365 | 411 | 463 | 507 | 544 |NC7-3
71 | 130|174 | 218 | 273 | 327 | 366 | 412 | 464 | 509 | 545 |NC7-4
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Cizelge 3.4. %1,2 EMS uygulanmis bitkilerin DNA’larin 96’lik plakaya 4’lii bulklama
listesi

1|12 |3|4|5|6|7|8|9]|10|11]| 12
1 50 [ 112|156 | 212 | 274 | 339 | 378 | 425 | 475 | 519 | 566
2 52 [ 113|160 | 213 | 276 | 340 | 380 | 428 | 476 | 520 | 568
A 3 57 | 115|167 | 215 | 279 | 341 | 381 | 429 | 477 | 528 | 569
4 |1 53 | 118 | 166 | 218 | 280 | 342 | 382 | 430 | 479 | 529 | 570
6 59 [ 119 | 164 | 220 | 281 | 343 | 383 | 431 | 480 | 530 | 571
7 62 | 120|159 | 221 | 282 | 344 | 384 | 432 | 481 | 531 | 572
B 9 64 | 121|157 | 224 | 289 | 345 | 385 | 434 | 482 | 532 | 573
10 | 66 | 122 | 114 | 225 | 291 | 346 | 386 | 436 | 483 [ 533 | 574
12 | 71 | 124 | 123 | 226 | 295 | 347 | 387 | 437 | 484 | 534 | 575
13 | 72 | 125|132 | 228 | 301 | 348 | 388 | 439 | 485 | 535 | 578
c 16 | 73 | 126 | 160 | 230 | 303 | 349 | 380 | 441 | 486 | 536 | 580
18 | 80 | 127 | 168 | 232 | 305 | 351 | 390 | 443 | 487 | 537 | 581
19 | 81 | 128 | 169 | 233 | 309 | 352 | 391 | 445 | 488 | 538 | 586
20 | 84 | 131|171 | 235|310 | 353 | 393 | 449 | 489 | 539 | 588
D 21 | 85 | 133|172 | 236 | 311 | 355 | 396 | 450 | 491 | 542 | 589
24 | 87 | 134|173 | 237 | 313 | 357 | 397 | 451 | 492 | 545 | 590
25 | 90 | 136|177 | 242 | 315 | 358 | 398 | 452 | 493 | 546 | 591
26 | 91 | 138 | 178 | 243 | 317 | 359 | 309 | 453 | 494 | 547 | 592
E 27 | 92 | 139|179 | 244 | 318 | 360 | 400 | 455 | 495 | 548 | 594
28 | 94 | 140 | 180 | 248 | 319 | 362 | 401 | 458 | 497 | 549 | 595
32 | 95 | 141|181 | 252 | 320 | 363 | 402 | 459 | 498 | 550 | 596
36 | 96 | 142 | 182 | 253 | 322 | 364 | 404 | 462 | 499 | 551 | 597
F 37 | 99 | 143|185 | 255 | 326 | 365 | 408 | 463 | 502 | 552 | 599
38 | 98 | 145|189 | 257 | 328 | 366 | 409 | 465 | 524 | 553 | 600
40 | 102 | 146 | 190 | 259 | 329 | 367 | 410 | 466 | 504 | 554 | 602
42 |1 104 | 147 | 193 | 262 | 330 | 368 | 414 | 467 | 505 | 555 | 604
G 43 | 101 | 149 | 195 | 261 | 333 | 370 | 415 | 468 | 508 | 557 | 605
44 1105|151 | 196 | 263 | 334 | 371 | 416 | 470 | 510 | 559 | 606
45 | 106 | 152 | 197 | 264 | 335 | 372 | 417 | 471 | 512 | 560 |NC7-1
46 | 107 | 153 [ 198 | 266 | 336 | 373 | 418 | 472 | 515 | 562 |NC7-2
H 49 | 108 | 154 | 203 | 270 | 337 | 374 | 419 | 473 | 513 | 564 |NC7-3
48 | 110 | 155 | 210 | 271 | 338 | 377 | 420 | 474 | 516 | 565 |NC7-4

3.2.3.2. Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) analizleri

PCR, DNA iplik¢iklerinin ayrilmast (denaturation), primerlerin DNA
zincirlerindeki tamamlayici bolgelere yapismasi (annealing) ve DNA’ya yapisan primer
ile Taq polimeraz yardimiyla DNA zincirinin sentezlenmesi (extention) asamalarindan
olusmaktadir. PCR kosullari, miktarlar1 ve oranlar1 her c¢alismaya gore
farklilagmaktadir.
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Bu tez caligmasinda daha Onceki arastirmalarda tanimlamasi yapilan primerler
kullanilarak mutasyonun olugsmasi istenilen bolgelerin amplifikasyonu i¢in PCR
analizleri yapilmistir. Yerfistiginda alerji ve yag asit sentezinden sorumlu genlerdeki
belli bolgelerin amplifikasyonunu saglayan primerler bu calismada potansiyel mutasyon
bolgelerinin taranmasinda kullanilmistir. Tasarlanan primerler Guo vd. (2015) ve Chu
vd. (2011) tarafindan yiiriitilen ¢aligmalardan alinmistir. Primerlere ait dizi bilgileri
Cizelge 3.5°de yer almaktadir. DNA izolasyonu sonucu net agaroz jel goriintiileri elde
edilemedigi igin ara h 2.01 ve ara h 2.02 primerleri i¢in PCR kurulmamustir.

Cizelge 3.5. Tez calismasinda kullanilan primeler ve dizileri

Gou vd. (2016) Alerjiye sebep olan proteinleri kontrol eden genlerin primleri

Amplikon  F primer - ' o R Primer - ' o
Gen (bp) No. Dizilim (5'-3") No. Dizilim (5'-3")
arah GAGCAATGAGAGGGA TCTTCGTCTTCGTCCTCC
1.01 1.865 1306 GGGTT 2079 TCTTCTT
arah GAGCAATGAGAGGGA CCTCCTCTTCTTCCCACT
1.02 L 666 1306 GGGTT o0 CcTTG
Chu vd. (2011) Oleik/Linoleik oranimi kontrol eden genlerin primerleri
Amplikon  F primer A . R Primer - .
Gen (bp) No. Dizilim (5'-3") No. Dizilim (5'-3")
ah GATTACTGATTATTGA CCAACCCAAACCTTTCA
FAD2A 826 aF19 CTT 1056R GAG
E AaSZB 1.214 bF19 CAGAACC'?;TTAGCTTT R1/FAD CTCTGACTATGCATCAG

ah FAD2 gen bolgelerinin ¢ogaltilmasinda kullanilacak PCR protokolil i¢in de
Chu vd. (2011) tarafindan gelistirilen protokol optimize edilerek en iyi sonucu veren
soliisyon miktarlart ve oranlart uygulanmistir (Cizelge 3.6.). PCR uygulamalarinda
MyGenie-96 Gradient Thermal Cycler marka PCR cihaz ve Thermo Scientific Arktik
Thermal Cycler cihazlari kullanilmistir (Sekil 3.7.).

i

Sekil 3.7. Kullanilan PCR cihazlari; a) MyGenie-96 Gradient Thermal Cycler Cihazi;
b) Thermo Scientific Arktik Thermal Cycler Cihazi
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Cizelge 3.6. Tez ¢alismasinda yiiriitiilen PCR protokolii ve soliisyon oranlari

ara h 1.01 geni icin PCR sartlari
PCR mix Miktar Oran PCR program
10X buffer 1,3 ul 1/10 98°C 30 saniye
For_ward 0,4 ul 10 pmol 98°C 10 saniye
primer
Reverse 0.4 pl 10pmol | 587°C | 1dakika | 35Déngi
primer
Tag DNA 0.1 ul 5 Unite 7p0c | 1dakika 30
polimeraz saniye
dNTP 0,4 ul 0.2 mM 72°C 10 dakika
MgCl, 1,3 ul 2.5 mM 4°C Saklama (o0)
Kalip DNA 1,5 ul 50 ng
ddH,0 14,1 pl
Toplam 19,5 ul
ara h 1.02 geni icin PCR sartlari
PCR mix Miktar Oran PCR programi
10X buffer 1,3 ul 1/10 98°C 30 saniye
Forward 3 .
primer 0,4 ul 10 pmol 98°C 10 saniye
Reverse L . .
primer 0,4 ul 10 pmol 59,6°C 1 dakika 35 Dongl
Taq DNA 0.1 ul 5 Uniite 7900 1 dakl_ka 30
polimeraz saniye
dNTP 0,4 pul 0.2 mM 72°C 10 dakika
MgCl, 1,3 ul 2.5 mM 4°C Saklama (o0)
Kalip DNA 1,5 ul 50 ng
ddH,0 14,1 pl
Toplam 19,5 ul
ah FAD2A/B genleri i¢in PCR sartlari
PCR mix Miktar Oran PCR program
10X buffer 1,5 ul 1/10 95°C 5 dakika
For_ward 0,4 ul 10 pmol 95°C 30 saniye
primer
Reverse o . .
primer 0,4 ul 10 pmol 48°C 30 saniye 30 Déngl
Tag DNA S o .
polimeraz 0,1 pul 5 Unite 72°C 1 dakika
dNTP 0,4 ul 0.2 mM 4°C Saklama (o0)
MgCl, 1,5 pl 2.5 mM
Kalip DNA 1,5 ul 50 ng
ddH,0 14,1 ul
Toplam 19,9 ul
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PCR protokollerinin calisip ¢alismadiginin kontrolii i¢cin PCR sonrasi rastgele
alinan numunelerde jel gorintiileme yapilmistir. ah FAD2A ve ah FAD2B genlerinin
ornek PCR sonrasi jel gorintiisii Sekil 3.8.°de, ara h 1.01 ve ara h 1.02 i¢in PCR
sonrasi jel goriintiisii ise Sekil 3.9.’da verilmistir. ara h 2.01 ve ara h 2.02 igin istenilen
kalitede PCR firilinii elde edilmedigi i¢in ileri asamalara bu gen bolgesi i¢in TILLING
calismas: yiiriitiilmemistir.

Sekil 3.8. ah FAD2A ve ah FAD2B i¢in PCR sonrasi 6rnek jel goriintiisii; ilk yiikleme
100 bp’lik ladder, takip eden dort tanesi ah FAD2A primeri ile sonraki dort tanesi de ah
FAD2B primeri ile yiiriitiilen PCR f{irlinlerinin jel goriintiistidiir

Sekil 3.9. ara h 1.01 ve ara h 1.02 i¢in PCR sonras1 6rnek jel goriintiisii; ilk yiiklemeler
100 bp’lik ladder; a) ara h 1.01 primeri PCR sonrasi bazi genotiplere ait agaroz jel
goriintiisti; b) ara h 1.02 primeri ile yiiriitilen PCR sonrasi elde edilen agaroz jel
goruntisu

3.2.3.3. Elektrolit ¢ozeltisi

Elektroforez isleminde tampon ¢oOzeltisi olarak Tris/Borate/EDTA (TBE)
kullanilmistir. Cozelti i¢in 54 g Tris base, 27,5 g borik asit, 40 ml EDTA (0,5 M)
kimyasallar1 kullanilmigtir. Cozeltinin pH 8.3°s1 olacak Sekilde ve 10x yogunlugunda
hazirlanarak 1.000 ml suda ¢ozdiiriilmiistiir. Bu stok ¢zeltiden 100 ml alip saf su ile 1.000
ml’ye tamamlanmis ve bdylece elektroforez i¢in 1x’lik TBE tamponu hazirlanmistir.

3.2.3.4. Jelin hazirlanmasi

PCR sonucu elde edilen DNA iiriinlerinin birbirlerinden ayirt edilebilmesi ve
gorsel olarak incelenebilmesi amaciyla agaroz jel elektroforezinden yararlanilmistir.
%2.5’lik agaroz jel i¢in TBE tampon ¢ozeltisi ile bir erlen mayerde mikrodalgada 2-3
dakika boyunca isitilarak hazirlanmistir. Sogutulduktan sonra 100 ml jel i¢in UV 151k
altinda goriilebilmesini saglayan 3.5 pl Ethidium Bromide (10 mg/ml) eklenmis ve
homojen bir sekilde jelin i¢cinde karigsmasi i¢in hafifce ¢alkanmistir. Jel kalibina
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dokiilmeden o6nce DNA Orneklerinin yiiklenecegi kuyucuklar icin taraklar
yerlestirilmistir. Jel tamamen donduktan sonra tarak yavasca c¢ikarilmis ve elektroforez
tankinin (Sekil 3.10.a) igine, jelin st kismimi kapatacak kadar elektrolit ¢ozeltisi (1X
TBE) dokiilmiistir.

3.2.3.5. PCR iiriinlerinin jele yiiklenmesi ve elektroforez islemi

15 pl PCR iiriinlerine 2 pl yiikleme boyasi (bromophenylblue) eklenmistir. Bu
karisim %2.5'luk agaroz jele yiiklenmis ve 1 saat boyunca 60 voltta kosturulmustur.
Goriintiileme islemi sirasinda DNA molekiil agirliklarinin belirlenmesi amaciyla marker
olarak GeneRuler 100 bp kullanilmistir. Elde edilen bantlar1 UV 1sik altinda
goriintiilemek igin DNR-Minilumi cihaziyla kullanilmistir (Sekil 3.10.b).

Sekil 3.10. Tezde kullanilan jel goriintiileme sistemleri; a) i-MyRun marka elektroforez
cihazi; b) DNR-Minilumi marka jel goriintiileme cihazi

3.2.3.6. TILLING icin Fragment Analyzer™

Fragment Analyzer™ (Advanced Analytical Technologies GmbH, Heidelberg,
Germany) Advanced Analytical firmasinin gelistirdigi otomatik kapiller elektroforez
sistemidir (Sekil 3.11.). Bu cihaz sayesinde PCR sonucu elde edilen iiriinler yiiksek
hassasiyet ve c¢Ozlniirliikte hem sanal jel ortaminda hem de kromatogramlarla
degerlendirilebilmektedir. Cihazin mutasyonlarin belirleyebilmesi igin Advanced
Analytical Technologies firmasindan temin edilen DNF-910-K1000T isimli kit
kullanilmistir. Bu kit igerigi Cizelge 3.7.’de verilmistir.
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Sekil 3.11. Fragment Analyzer™ cihazi

Cizelge 3.7. DNF-910-K1000T Kit igerigi

Mutation Discovery 910 Gel Kit, 1,000 samples (part # DNF-910-K1000T)

FA dsDNA Gel 35-1500 bp, 500 mL, AATI part # DNF-810-0500

Intercalating Dye, 30 mL x 2, AATI part# DNF-600-U030

5X 930 dsDNA Inlet Buffer, 300 mL, AATI part # DNF-355-0300

5X Capillary Conditioning Solution, 100 mL, AATI part # DNF-475-0100

Mutation Detection Kit DNA Ladder, 1.0 mL, AATI part # FS-SLR480-0001

35bp and 5000bp Markers, 3.2 mL, AATI part # FS-SMK480-0003

~N|ojo|hw|IN|F-

Mineral Oil Dropper Bottle, 15 mL, AATI part # FS-SMO15

dsDNA Cleavage Kit, 3000 samples (part # DNF-480-3000)

T-Digest Buffer, 6 mL, AATI part # FS-CLKTBF

dsDNA Cleavage Enzyme, 50 uL, AATI part # FS-CLKENZ

Dilution Buffer E, 60 mL, AATI part # FS-CLKDBE

TILLING protokoliinde PCR yiiriitiildiikten sonra heterodupleks yapinin

olusmasi i¢in kisa bir PCR programi daha yiiriitiilmiistiir (Cizelge 3.8.). Heterodupleks
yapilar mutasyon tasiyan lriinlerdir ve mutasyonun oldugu boélgeden enzimatik kesim
yapilarak mutasyonun tespiti yapilabilmektedir (Sekil 3.12.).

Homodupleks 5’ E}

Heterodupleks 5' N 3

3 5'

T N B

Sekil 3.12. PCR islemi sonrasi iiste mutasyon tasimayan homodupleks yapi, altta
mutasyon tasiyan heterodupleks yapi, cleavage enzimi kirmizi oklar ile gosterilen SNP
bolgelerinden kesmektedir
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Cizelge 3.8. Heterodupleks iiriinlerin olugmasi i¢in uygulanan PCR programi

95°C 3 dakika
70°C 20 saniye, 70 dongii ve dongii basina 0,3 °C azalma
8°C Saklama (o0)

Ikinci PCR sonrasi elde edilen heterodupleks yapilarinin SNP bolgelerinden
enzimatik kesimi yapilabilmesi i¢in 1:125 oraninda enzim buffer karigimi
hazirlanmistir. Bu karisim miktarlar1 96°lik plakalara gore ayarlanmistir. Bunun ig¢in
198,4 ul T-Digest Buffer (AATI part # FS-CLKTBF) ve 1,6 pul dsDNA Cleavage
enzimini (AATI part # FS-CLKENZ) toplamda ise 200 ul karisim kullanilmistir. Yeni
bir 96 well-plate’e her bir kuyucuga olacak Sekilde 2 pl PCR {iriinii ve 2 pl enzim-
buffer karisimi aktarilmis ve kuyucuklar igerisinde iyice karigmasi igin pipetle 2-3 kere
cekilip brrakilarak karistirllmistir  (Sekil 3.13.). Kuyucuklar igerisinde hava
kabarciklarin1 gidermek amaciyla da yaklasik 20-30 saniye santrifiij yapilmistir.
Kullanilan kimyasallarin ve PCR iirlinlerinin bozulmamasi i¢in islemler buzun iizerinde
gergeklestirilmistir.

Enzimatik islemlerin gerceklesebilmesi icin PCR iiriini + enzim buffer
bulunduran 96’lik plaka santrifiij sonras1 45°C’de 45 dakika olacak sekilde PCR’a
aktarilmistir. Daha sonra PCR 4°C’de sabitlenmistir. PCR sonras1 96’lik plaka buzun
istline yerlestirilmis ve hemen ardindan her bir kuyucuga 20 pl Dilution Buffer E
(AATI part # FS-CLKDBE) eklenmistir. Bu islem sonrasi hava kabarciklarinin
giderilmesi i¢in yine santrifiij yapilmistir. Santrifiij sonrasi 96’lik plaka Fragment
Analyzer™ cihazinin dordiincii bolmesine aktarilmistir.

Sekil 3.13. Enzimatik kesim i¢in karigimlarin hazirlanmasi ve aktarilmasi

Fragment Analyzer™’da analiz yapmadan once cihaz i¢in TILLING’te gerekli
olan jel hazirlanmistir. Bunun ig¢in cihazin en st bolgesine cihazin galistig1 siire
boyunca kapiller sistem iizerinde tampon gorevi goren 5X 930 dsDNA Inlet Buffer
(AATI part # DNF-355-0300) 1X olarak hazirlanmis ve 96’lik plakanin her bir
kuyucuga 1000 pl olacak Sekilde aktarilmistir. Ardindan inlet buffer iceren bu 96’lik
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plaka cihazin birinci bélmesine yerlestirilmistir. Cihazin analiz atiklarinin biriktirildigi
ikinci bolme temizlenmistir. Cihazin yan bolgesinde yer alan ve baglanti bolgesinde
“COND” yazan biiyiik tiipe 5X Capillary Conditioning Solution (AATI part # DNF-
475-0100) 1X olarak hazirlanmis ve tiipe 200 ml eklenmistir. Hacmi 50 ml olan kiigiik
tiipe ise 40 ml FA dsDNA Gel 35-1500 bp (AATI part # DNF-810-0500) seperation gel
ve 4 ul interclating dye (AATI part# DNF-600-U030) koyulmustur. 35-5000 markerini
(AATI part # FS-SMK480-0003) yeni bir 96’lik plakaya her bir kuyucuga 30 pl
konulmus ve lizerine her kuyucuga 20 ul gelecek Sekilde Mineral Yag (AATI part #
FS-SMO15) eklenmistir. Hazirlanan bu marker soliisyonlu 96’lik plakanin H12
kuyucuguna 24 pl Mutation Detection Kit DNA Ladder (AATI part # FS-SLR480-
0001) eklenerek cihazin tigiincii bolmesine yerlestirilmistir.

Cihazin analize hazir hale getirilmesinin ardindan yazilimi agilarak gerekli
ayarlar yapilmistir. Bunun i¢in yazilim agildiktan sonra ilk islem olarak iist gubukta yer
alan “Utilities” sekmesi altindaki “Solution Levels” meniisii secilmistir. Agilan
pencereye cihaza yiiklenen kimyasallarin seviyeleri girilmistir (Sekil 3.14.). Gel 1 yazan
kutucuga 44 ml, Condition solution kutucuguna ise 200 ml’lik degerler girilmistir.
Waste yazan kutucuga ise atik sisesi bosaltildiktan sonra 0 yazilmistir.

-
Check Solution Volumes M
[ o

Check the fluid volumes before proceeding. Ensure that the
waste is empty and that the gel and conditioning solutions are
full.

Record the solution volumes here:

Volume {mL) Solution name
Gel 1 50.012-| 910
Gel 2 42315 NaOH
Conditioning Solution 9215
Waste 1024}
[ o ][ Conce |

Sekil 3.14. Fragment Analyzer™ yazilimi “Solution Levels” meniisii

Bu islemin ardindan yine “Ultilities” sekmesi altindaki “Prime” mentisii secilmistir.
Acilan “Fluid selected” sekmesinden kullanacak oldugumuz jel (Gel 1) seg¢ilmistir. “Fill
Rate”, “Cycles” ve “Emply Rate” degerleri ise tiim tez boyunca sabit tutulmustur (Sekil
3.15)).

Fr Ny
o2l Prime... { oS i&]
Fluid Selected Cycles 1
(= orr— 1
IB} Londkicnng ‘ Fill Rate 1300 = ulss
EliGel | -
[Ej Gef2 Empty Rate 300 = pl/s
oK || Cancel

Sekil 3.15. Fragment Analyzer™ yazilimi “Prime” mentisii
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Cihazin analize baslamasi i¢in hangi kite ait metodun kullanilacagi “Run Entire
Tray” bashigi altindaki “Aqq to queue” linkindeki “Separation Setup” meniisiinde
belirlenmistir (Sekil 3.16.). Bu meniide MUT-910-55 metodu se¢ilmis ve ardindan “Ok”
butonuna tiklanmigtir. Metot seciminin hangi jele uygulanacagini belirlemek i¢in ayni
menii igerisindeki “edit” linkine tiklanmistir. Agilan pencerede “gel selection”
kutusundan metodun uygulanacagi “Gel 1” bolimii secilmistir (Sekil 3.17.).

Separation Setup E]@

Method: | MUT-310-33 - Mutation Discavery 310 Kit 35-5000bp. mthds v ‘ Edit

Gel | Gell v

Tray name: | Enter Tray Name Here |

Folder Prefix: ‘Enter folder prefix here

[C] Copy results

Motes:  Enter any notes hers|

[ oK ] [ LCancel

Sekil 3.16. Fragment Analyzer™ yazilimi “Separation Setup” mendisii

r
Separation Method:
Gol Sglection  Gel 1 v
|¥| Pesform Prerun Voltage 90 W Time 3012 Sec
| Rnse T,ay ’1 fFes Row (A :D;P5: 3
[V Markar kacton Row A -
@ \otage Ijacton Voltage | 7505 kW Time 155 Cee
O Nacoum Ingecticn Pressure 20 Psl
~| Rnee Tray B.ffer Row A # Dips: 12
V| Sample kHjection
@ Vohags Ineciicn Voltage 705 K Time a5tz Sec
7 Vacuum njection Pressure 20 PsL
[ Separation Voltage 9015 W Time E0.0:% | Min
oK || Canes
L 4

Sekil 3.17. Fragment Analyzer™ yazilim1 “Separation Setup” meniisiinden agilan “edit”
penceresi
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Tiim bu islemler sonrasinda yazilima analiz bilgileri girilmistir. Analizin
basglamasi i¢in ana sayfadaki alt kisimda bulunan ok isareti tiklanmigtir (Sekil 3.18.).

T Fragment Aaatyzes - 2955 - User Tt 390 | Clatabasel Sysiop so¥ _ — = 15D ]
Be  fdnn  Uise M
Opestion [Aun Sas

» 1 r
ll.IIM :--lm -fnlm

Sanple Ty ® & Cocloy Wt Sorge D
— — — o Semplt
=YY, =Y 00| f; =
=

TOATMON® >

oot analizi baslatmak
= icin yesil oka
e tiklanir

Trayrore  Erver Troy Nome Here 10 o10 Samg010

Run Selected Row
siocms Ediretted

Run Entire Tray
ekiio o £t retred
Capillary Asray - Condrboning
G010 g ove Exit eathedt

@5 00W &2 0Tus 1% 00PE © LED O B vern Closad ) waste Closed [T] Staqe: Butter Tl H)

Sekil 3.18. Analizin baslatilmasi
3.3.4. Jel kesme protokolii

Fragment Analyzer™ cihazinin analiz sonuglarina gdre olast mutasyon
yakalanan bitkiler sekanslamaya gonderilmistir. Sekanslamaya gonderilmeden once
Thermo Scientific GeneJET Gel Extraction Kit (#K0692) kullanilarak jel kesme
protokolii uygulanmustir. Kit igerigi Cizelge 3.9.’da verilmistir.

Cizelge 3.9. Thermo Scientific GemeJET Gel Extraction Kit Igerigi

No. | Kit Icerigi

1 | Binding Buffer

2 | Wash Buffer

3 | Elution Buffer (10 mM Tris-HCI, pH 8.5)
4 | GenelJET Purification Columns

Bu amagla mutasyon tastyan PCR firiinleri %2.5'luk agaroz jele yiiklenmistir ve
bantlar birbirinden tamamen ayrilincaya kadar 100 voltta 40-45 dakika kosturulmustur.
Jel goriintlisii jel goriintiileme cihazindan alinan goriintiilerinden sonra nesterlerle
olabildigince DNA’ya yakin kesilmistir. Kesilen jellerdeki her bir DNA band1 yiikleme
sirasina gore eppendorf tiiplere aktarilmistir. Eppendorf tiiplerin darast alinarak, tlip
igerisindeki jellerin agirliklart Ol¢iilmiistiir. 100 mg’a 100 pL gelecek Sekilde (1:1
oraninda) eppendorf tiiplere Binding Buffer eklenmistir (6rnegin 0,9 mg jel i¢in 90 pL
Binding Buffer eklenir). Ekleme sonrasi eppendorflar su banyosunda 58 °C’de jel
tamamen eriyene kadar yaklasik 10 dakika kadar bekletilmistir. Daha sonra eppendorf
tiiplerin i¢indeki bu s1v1 jel karisimi GeneJET Purification Column’lara (silika membran
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filtreli iki tiip iceren tlipler) aktarilmis ve 30 saniye boyunca 12.000 rpm devirde
santrifiij yapilmistir. GeneJET Purification Column’un alt tliplinde kalan sivi
dokiilmistiir, iizerine 600 pL. Wash Buffer eklenmistir. Ekleme sonras1 12.000 rpm
devirde 1 dakika boyunca tekrar santrifiij yapilmis ve alt tiipte kalan sivi dokiilmiistiir.
Alt tiipteki s1v1 dokiildiikten sonra {ist tiiplere de 2 dakika boyunca 12.000 rpm devirde
santrifiij yapilmistir. Bu sirada yeni eppendorf tiiplere bitki sira takip numaralar
yazilmistir ve ist tiipler bu isimlendirmesi yapilan eppendorflarin iistiine gegirilmistir.
Ust tiiplerin icerisindeki alkol uguncaya kadar tiipler agizlari a1k bir Sekilde 2-3 dakika
boyunca kurutulmustur. Kuruma islemi sonrasi silika membran filtredeki DNA’ nin
eppendorfa gegmesi amaciyla tiiplerin iizerine 35 pL Elution Buffer eklenmis ve
ardindan 5 dakika boyunca santrifiij edilmistir. Boylece DNA’lar alttaki eppendorf
tiiplere aktarilmasi gergeklestirilmistir. Filtreli {ist tiipler islemin ardindan atilmistir.
Sekanslamaya gonderilinceye kadar DNA igeren alt tiipler -20°C’de saklanmustur.
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4. BULGULAR
4.1. TILLING Popiilasyonun Olusturulmasi

M; popiilasyonu olusturmak amaciyla %0, 4 ve %1,2 EMS dozlar1 ile muamele
edilmis yerfistig1 tohumlari Akdeniz Universitesi Ziraat Fakiiltesi deneme arazilerine
ekilmistir. Her bir doz i¢in 1.500 adet tohum mutagen ile muamele edilmistir. Ekim
sonrast, %0,4’lik EMS uygulamas1 yapilmis bitkilerde %90,1 ¢ikis (1.353 adet); %1,2
EMS uygulanmis olanlarda ise %60,4 (906 adet) oraninda ¢ikis gozlemlenmistir. Cikis
yapan bitkilerde de %0,4’lik EMS uygulamasi olan bitkilerin %68,7’si (930 adeti)
kapsiil baglamis, %1,2’lik EMS uygulanmis olanlarin da %0,4’liik bitkilere ¢cok yakin
bir oranda %67,4’1 (611 adeti) kapsiil baglamistir. Mutasyonun yikici ektileri ise hem
cikislar hem de bitki gelisimleri lizerinde gézlemlenmistir (Sekil 4.1.).

Sekil 4.1. Mutasyonun bitkiler {izerindeki yikici etkileri; @) ¢ikis yapamayan tohum
tizerindeki etkisi; b); ) ¢ikis yapan bitkiler tizerindeki etkisi

4.2. Fragment Analyzer™ ile Potansiyel Mutasyonlarin Belirlenmesi

M; bitkilerinden en ¢ok kapsiil baglayan 384 adet %0,4’liikk ve 384 adet %1,2’lik
EMS’li tohumlar sera ortaminda M; popiilasyonu olusturmak amaciyla viyollere ekilmis
ve ekimi gergeklestirilen tiim tohumlarda ¢ikis saglanmistir (Sekil 3.4). M bitkilerinin
yapraklarindan oOrnekler alinarak DNA izolasyon islemi gerceklestirilmistir. Oleik
asitten ve alerjiniteden sorumlu genlerde potansiyel mutasyonlari tespit etmek amaciyla
strastyla Chu vd. (2011) ve Guo vd. (2015) tarafindan kullanilan ve bu gen bolgelerini
cogaltan primerler kullanilmistir. Elde edilen PCR f{iriinleri daha sonra heterodupleks
yap1 i¢in tekrar PCR ortamina alinmis ve ardindan DNF-910-K1000T kit icerigindeki
enzim PCR iiriinleri muamele edilmistir. Kesimi yapilan potansiyel parcalarin tespiti
icin (mutasyon tasityan bitkilerin tespiti i¢in) Fragment Analyzer™ cihazinda
goriintiileme yapilmistir.

%0,4 dozunda EMS uygulanmis tohumlara ait M; jenerasyonun ah FAD2A geni
icin Fragment Analyzer™ sonuglar1 Sekil 4.2.°de verilmistir. Bu gen i¢cin Al2
kuyucuguna yliklenen 546, 547, 548, 549 numaralarina sahip genotiplerde kesilmis PCR
trtinleri tespit edilmis ancak peak noktalar1 soliisyon konsantrasyonun diisiik
olmasindan dolay1 zayif ¢ikmistir (Sekil 4.3.). Ayn1 genin %1,2 dozundan elde edilen
sonuclart Sekil 4.4.°te verilmistir. Bu dozda ise higbir genotipte kesilmis PCR
tirlinlerine rastlanmamustir.
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%0,4 dozunda EMS uygulanmis tohumlara ait M, jenerasyonun ah FAD2B geni
icin Fragment Analyzer™ sonuglar1 Sekil 4.5.’te verilmistir. Bu gen i¢in bu dozda
potansiyel mutasyon yakalanamamistir. Ancak bu gen i¢in %1,2 dozunda elde edilen
sonuclarda (Sekil 4.6.) A7 kuyucuguna yiiklenen 339, 340, 341, 342 (Sekil 4.7) ve A8
kuyucuguna yiiklenen 378, 380, 381, 382 (Sekil 4.8) genotiplerinde kesilmis PCR
tirtinleri tespit edilmistir.

%0,4 dozunda EMS uygulanmig tohumlara ait M, jenerasyonun ara h 1.01 geni
icin Fragment Analyzer™ sonuglart Sekil 4.9.’da verilmistir. Bu gen bolgesi i¢in bu
dozda kesilmis PCR iiriinlerine rastlanamamistir. Ancak bu genin %1,2 dozunda elde
edilen sonuglarinda (Sekil 4.10.) B7 kuyucuguna yiiklenen 59, 62, 64, 66 (Sekil 4.11.)
ve B12 kuyucuguna yiiklenen 571, 572, 573, 574 (Sekil 4.12.) genotiplerinde kesilmis
PCR firiinleri tespit edilmistir.

%0,4 ve %1.2 dozunda EMS uygulanmis tohumlara ait M, jenerasyonun ara h
1.02 geni i¢in Fragment Analyzer™ sonuclar1 Sekil 4.13 ve 4.16°da sirasiyla verilmistir.
Her iki doza ait uygulamalarda kesilmis PCR iiriinlerine rastlanmigtir. Bu gen igin %0,4
doz uygulamasindaki A10 kuyucuguna yliklenen 468, 469, 470, 472 (Sekil 4.14) ve
G10 kuyucuguna yiiklenen 499, 500, 501, 502 (Sekil 4.15) numaralarina sahip
genotiplerde ise kesilmis PCR iriinleri tespit edilmistir. Bu genin %1,2 dozunda elde
edilen sonuglar1 Sekil 4.16.’da verilmistir. Bu doz i¢in de C6 kuyucuguna yiiklenen
295, 301, 303, 305 numaralarina sahip genotiplerde kesilmis PCR {iriinleri tespit
edilmistir (Sekil 4.17.).
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Sekil 4.2. ah FAD2A geni i¢in %0,4 EMS’li M, genotiplere ait sanal jel goriintiisii; iki kirmizi ¢izgi arasindaki A12 kuyucugunda kesilmis
DNA gortintiileri tespit edilmistir
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Sekil 4.3. ah FAD2A geni i¢in %0,4 EMS’li A12 kuyucugunun PROSize™ programinda ayrintili goriintiilenmesi; a) grafikte peak
noktalart; b) kesilmis PCR iiriinii iceren A12 kuyucugunun sanal jel goriintiisii; ¢) kesilmis PCR iiriinii igermeyen B2 kuyucuguna ait sanal
jel goruntiisii; d) kesilmis PCR {iriinii igermeyen C3 kuyucuguna ait sanal jel goriintiisii
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Sekil 4.4 ah FAD2A geni igin %1,2 EMS’li M, genotiplere ait sanal jel goriintiisii; bu uygulamada kesilmis PCR {irlinleri tespit
edilememistir; A12 kuyucuguna ladder ytiklenmistir
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Sekil 4.5. ah FAD2B geni i¢in %0,4 EMS’li M, genotiplere ait sanal jel goriintiisii; bu uygulamada kesilmis PCR diriinleri tespit

edilememistir
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Samples

Sekil 4.6. ah FAD2B geni icin %1,2 EMS’li M, genotiplere ait sanal jel goriintiisii; iki kirmizi ¢izgi arasindaki A7 ve A8 kuyucuklarinda
kesilmis PCR f{iriinleri tespit edilmistir; A12 kuyucuguna ladder yiiklenmistir



517

BULGULAR K_.KARAMAN

a b c d
20035=
% 5000 e— 5000  e— 5000 e—
18000 -] p- | "
3000 3000 3000
2000 2000 2000
16000 1500 — 1 1500 —
1200 200
000 1000
200 300 200
14000 800 800 800
700 700 700
12000 800 800 600
-
o
= 500 500 500
10000-]
400 400 400
8000- LM
300 300 30
6000 - UM
i ~An -~
pave] pas ) &N
4000~ ¥ B & SER
5] 5] [l
Al ) i
2038 100 100 100
I I I I I I I [} Ié‘l,é cl) cI) A
o 9 (=] =] =] Q © Q098558 8 o
M2 & 8 § B 8 RIFW3 2 35 —| | 35 — |25 o
Size (bp)

Sekil 4.7. ah FAD2B geni igin %1,2 EMS’li A7 kuyucugunun PROSize™ programinda ayrintili goriintiilenmesi; a) A7 kuyucuguna ait
peak noktalar1 (kesilmis PCR iiriinleri); b) kesilmis PCR {irlinii igeren A7 kuyucugunun sanal jel goriintiisii; ¢) kesilmis PCR iiriinii
icermeyen E2 kuyucuguna ait sanal jel goriintiisii; d) kesilmis PCR iirlinii igermeyen B4 kuyucuguna ait sanal jel goriintiisii
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Sekil 4.8. ah FAD2B geni igin %1,2 EMS’li A8 kuyucugunun PROSize™ programinda ayrintili goriintiilenmesi; a) A8 kuyucuguna ait
peak noktalari (kesilmis PCR firiinleri); b) kesilmis PCR firiinii iceren A8 kuyucugunun sanal jel goriintiisii; ¢) kesilmis PCR iiriinii
icermeyen B10 kuyucuguna ait sanal jel goriintiisii; d) kesilmis PCR {irlinii icermeyen G11 kuyucuguna ait sanal jel goriintiisii
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Sekil 4.9. ara h 1.01 geni i¢in %0,4 EMS’li M, genotiplere ait sanal jel goriintiisii; bu uygulamada kesilmis PCR diriinleri tespit
edilememistir; A2 kuyucuguna ladder yiiklenmistir
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Sekil 4.10. ara h 1.01 geni igin %1,2 EMS’li M; genotiplere ait sanal jel goriintiisti; iki kirmizi ¢izgi arasindaki B2 ve B12 kuyucuklarinda
kesilmis PCR f{irtinleri tespit edilmistir; A2 kuyucuguna ladder yiiklenmistir
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Sekil 4.11. ara h 1.01 geni igin %1,2 EMS’li B2 kuyucugunun PROSize™ programinda ayrintili gériintiilenmesi; a) B2 kuyucuguna ait
grafikte peak noktalari; b) kesilmis PCR iiriinii igeren B2 kuyucugunun sanal jel goriintiisii; ¢) kesilmis PCR iriinii igermeyen F11
kuyucuguna ait sanal jel goriintiisii; d) kesilmis PCR {irlinii igermeyen B4 kuyucuguna ait sanal jel goriintiisii
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Sekil 4.12. ara h 1.01 geni i¢in %1,2 EMS’li B12 kuyucugunun PROSize™ ‘programinda ayrintili goriintiilenmesi; a) B12 kuyucuguna ait
grafikte peak noktalari; b) kesilmis PCR iiriinii igeren B12 kuyucugunun sanal jel goriintiisii; ¢) kesilmis PCR firiinii igermeyen E12
kuyucugu ait sanal jel goriintiisii; d) kesilmis PCR iiriinii igermeyen H12 kuyucuguna ait sanal jel goriintiisii
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Sekil 4.13. ara h 1.02 geni i¢in %0,4 EMS’li M, genotiplere ait sanal jel goriintiisii; iki kirmizi ¢izgi arasindaki A10 ve G10
kuyucuklarinda kesilmis PCR firiinleri tespit edilmistir; A12 kuyucuguna ladder yliklenmistir
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Sekil 4.14. ara h 1.02 geni i¢in %0,4 EMS’li A10 kuyucugunun PROSize™ ‘programinda ayrintili gériintiilenmesi; a) A10 kuyucuguna ait
grafikte peak noktalari; b) kesilmis PCR {iriinii igeren A10 kuyucugunun sanal jel goriintiisii; ¢) kesilmis PCR {iriinii igermeyen H10
kuyucuguna ait sanal jel goriintiisii; d) kesilmis PCR {iriinii igermeyen G11 kuyucuguna ait sanal jel goriintiisii
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Sekil 4.15. ara h 1.02 geni i¢in %0,4 EMS’li G10 kuyucugunun PROSize™ programinda ayrintili goriintiilenmesi; a) G10 kuyucuguna ait
grafikte peak noktalari; b) kesilmis PCR iriinii iceren G10 kuyucugunun sanal jel goriintiisii; ¢) kesilmis PCR iriinii icermeyen C3
kuyucuguna ait sanal jel gorintiisii; d) kesilmig PCR {irlinii igermeyen E4 kuyucuguna ait sanal jel goriintiisii
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Sekil 4.16 ara h 1.02 geni %1,2 EMS’li M2 genotiplere ait sanal jel goriintiisii; iki kirmizi ¢izgi arasindaki C6 kuyucugunda kesilmis PCR
tirtinleri tespit edilmistir; A3 kuyucuguna ladder yiiklenmistir
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Sekil 4.17. ara h 1.02 geni igin %1,2 EMS’li C6 kuyucugunun PROSize™ programinda ayrintili gériintiilenmesi; a) C6 kuyucuguna ait
grafikte peak noktalari; b) kesilmis PCR iiriinii iceren C6 kuyucugunun sanal jel goriintiisii; ) kesilmis PCR iiriinii icermeyen F3
kuyucuguna ait sanal jel goriintiisii; d) kesilmis PCR iiriinii igermeyen H12 kuyucuguna ait sanal jel goriintiisii
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4.3. Secilen Genotiplerde Dizileme Islemi

Fragment Analyzer™ cihazinin sonuglarina gore potansiyel mutasyon igeren
genotiplere ait PCR iiriinleri elde edilen sonuglar teyit etmek amaciyla dizilemeye
gonderilmistir. Bu islem i¢in secilen 32 genotip Cizelge 4.1.’de verilmistir. Ayrica her
bir gen bolgesi i¢in kontrol bitkilerde dizilemeye tabi tutulmustur. Dizilemeye
gonderilen her bir genotip ise viyollerden alinarak saksilara ekilmis bdylece ileri
calismalarda kullanilmak tizere muhafaza edilmistir (Sekil 4.18.).

Cizelge 4.1. Dizilemeye gonderilen genotipler

Sira EMS Dozu (%) Gen 96’k Plaka Kuyucuk Genotip
Nu. Numarasi Numarasi
1 0,4 ah FAD2A Al2 546
2 0,4 ah FAD2A Al2 547
3 0,4 ah FAD2A Al2 548
4 0,4 ah FAD2A Al2 549
5 1,2 ah FAD2B A7 339
6 1,2 ah FAD2B A7 340
7 1,2 ah FAD2B A7 341
8 1,2 ah FAD2B A7 342
9 1,2 ah FAD2B A8 378
10 1,2 ah FAD2B A8 380
11 1,2 ah FAD2B A8 381
12 1,2 ah FAD2B A8 382
13 1,2 arah 1.01 B2 59
14 1,2 arah1.01 B2 62
15 1,2 arah 1.01 B2 64
16 1,2 arah1.01 B2 66
17 1,2 arah 1.01 B12 571
18 1,2 arah 1.01 B12 572
19 1,2 arah 1.01 B12 573
20 1,2 arah 1.01 B12 574
21 0,4 arah 1.02 Al0 468
22 0,4 arah 1.02 Al10 469
23 0,4 arah1.02 Al0 470
24 0,4 arah 1.02 A10 472
25 0,4 arah 1.02 G10 499
26 0,4 arah1.02 G10 500
27 0,4 arah 1.02 G10 501
28 0,4 arah1.02 G10 502
29 1,2 arah 1.02 C6 295
30 1,2 arah 1.02 C6 301
31 1,2 arah 1.02 C6 303
32 1,2 arah 1.02 C6 305
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Sekil 4.18. Potansiyel mutant genotipler

Dizileme sonuglarinda sadece ah FAD2 genlerinde mutasyon tespit edilmis olup
diger ara h genlerinde mutasyon bulunamamistir. %1,2 EMS ile muamele edilmis 339
numarali genotipin ah FAD2B gen bdolgesinin 480. bazinda T:A (Sekil 4.19.); %0,4
EMS ile muamele edilmis 547 numarali genotipin ise ah FAD2A gen bolgesinin 336.
bazinda G:A (Sekil 4.20.) seklinde heterozigot SNP tespit edilmistir. Kontrol gruplaria
ait dizileme sonuglar1 ise ah FAD2B igin Sekil 4.21.’de; ah FAD2A igin ise Sekil
4.22’de verilmistir. Boylelikle mutasyon frekansi “Bulunan Mutasyon Adeti / (Toplam
Taranan Genotip Sayist x Taranan Gen Bolgesi Uzunlugu” formiiliine gore ah FAD2A
icin 1/317 kb (1/384x826 bp), ah FAD2B i¢in ise 1/466 kb (1/384x1.214 bp) olarak
hesaplanmustir.

A A f=} A o A < < . T o o o s

Sekil 4.19. %1,2 EMS ile muamele edilmis 339 numarali genotipin ah FAD2B gen
bolgesinin 480. bazindaki SNP
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Sekil 4.21. %0,4 EMS ile muamele edilmis 547 numarali genotipin ah FAD2A gen
bolgesinin 336. bazindaki SNP
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Sekil 4.22. Kontrol NC-7 ¢esidine ait ah FAD2A gen bolgesi igin dizileme
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5. TARTISMA

TILLING i¢in M; mutasyon popiilasyonu olusturmak amaciyla yerfistigt NC-7
¢esidine ait 3.000 adet tohum EMS kimyasalinin tohum tarafindan kolay alinabilmesi
icin 10 saat distile suda bekletilmis, sonrasinda ise 1.500 adet tohumu %0,4 EMS dozlu
soliisyonda 12 saat, bir diger 1.500 adet tohumu ise %1,2 EMS dozunda 4,5 saat
bekletilmis daha sonrasinda tohumlar 12 saat akan suda yikanmistir. Bu tohumlar agik
tarla sartlarinda ekimleri gergeklestirilmis ve %0,4 EMS dozunda %90,1 ¢ikis (1.353
adet); %1,2 EMS uygulanmis olanlarda ise %60,4 (906 adet) oraninda ¢ikis
gerceklesmistir. Cikis yapan bitkilerde de %0,4’liik EMS uygulamasi olan bitkilerin
%68,7’s1 (930 adeti) kapsiil baglamis, %1,2°lik EMS uygulanmis olanlarin da %0,4 liik
bitkilere ¢cok yakin bir oranda %67,41 (611 adeti) kapsiil bagladig1 gézlemlenmistir.
EMS dozunun 6zellikle bitki ¢ikis yiizdeleri tizerinde farkli etkileri oldugu ancak ¢ikis
sonrast kapsiil baglama oranlarinda ise yakin yiizdelere sahip olduklari tespit edilmistir.
Yerfistiginda benzer bir calismada Gunasekaran ve Pavadai (2015), Mj; mutasyon
poplilasyonu olusturmak i¢in tohumlara 6’sar farkli dozda y-151m1 ve EMS
uygulamiglardir. y-151n1 uygulamasi i¢in 10, 20, 30, 40, 50 ve 60 kR dozunu, EMS
uygulamas: i¢in de %0,1, %0,2, %0,3, %0,4, %0,5 ve %0,6 dozlarin1 kullanmiglardir.
EMS uygulamalari i¢in tohumlar1 6 saat suda beklettikten sonra EMS’li soliisyonda 2
saat bekletmisler daha sonrasinda tohumlar1 4 saat yikamislardir. Calismalarinda 10, 20,
30, 40, 50 ve 60 kR y-151n1 dozlar1 i¢in sirasiyla %86,6, %77,9, %71,6, %61,5, %52,4
ve %40,2 M; bitki ¢cimlenme yiizdeleri elde etmislerdir. %0,1, %0,2, %0,3, %0,4, %0,5
ve %0,6 EMS dozlan i¢in ise sirastyla %8,1, %81,6, %73,5, %60,6, %51,3 ve %41,5
elde etmislerdir. Farkli suda bekletme siirelerinden dolayr Gunasekaran ve Pavadai
(2015) calismalarinda bu tezde elde edilen %0,4 EMS dozundan farkli ¢imlenme
yiizdeleri elde edilmistir. Ancak bu tez galismasina benzer sekilde mutagen uygulama
dozlar arttikca c¢imlenme oranlarin diistiigli gézlenmistir. Gunasekaran ve Pavadai
(2015) doz arttikga ¢imlenme oranin diismesinin nedenini mutagenlerin  bitki
kromozomu {lizerinde olusturduklar1 zararlar oldugunu bildirmislerdir. Gunasekaran ve
Pavadai (2015) ¢alismalarinda ¢imlenme sonrasi hayatta kalan bitkilerin sayilarini da
hesaplamiglardir. Buna gore 10, 20, 30, 40, 50 ve 60 kR y-151n1 dozlar1 sonrasi ¢imlenen
bitkilerin hayatta kalma yiizdeleri sirasiyla %97,3, %96,9, %7,3, %94,7, %944,
%92,5°dir.%0,1, %0,2, %0,3, %0,4, %0,5 ve %0,6 EMS dozlari igin ise sirasiyla %98,2,
%97,1, %97,3, %92,3, %91,9, %86,5’dir. Arastirmacilar ayrica ¢aligsmalarinda kapsiil
baglayan bitkilerin yiizdelerini hesaplamamiglardir ancak hayatta kalan bitki
yiizdelerine bakarak mutasyon uygulamalarinin 6zellikle yerfistig1 ¢cimlenmesi {izerinde
etkili oldugu, ¢cimlenme sonrasi ise bitkiler birbirlerine yakin yiizdelerle hayatta kaldig:
goriilmistiir. Bu tez ¢aligmasinda da farkli dozda mutasyon uygulamalar1 6zellikle
cimlenme yiizdesi arasinda farklar olustugu ancak ¢imlenme sonrasi birbirlerine yakin
yiizdelerde bitkilerin kapsiil bagladig1 tespit edilmistir. Kharade vd. (2015) benzer
sekilde y-15111 ve EMS mutagenlerini kullanarak yerfistiginda bir ¢calisma yapmislardir.
Calismalarinda y-1511 20, 30 ve 40 kR dozunu uygulamiglardir. EMS i¢in ise tohumlari
Once 6 saat suda bekletmisler sonrasinda ise %0,4 ve %0,6 EMS dozundaki
soliisyonlarda 24 saat boyunca tohumlar1 bekletmisler ve daha sonrasinda tohumlar 4
saat yikamislardir. 20, 30 ve 40 kR y-151n1 uygulamalarinda sirasiyla %76,0, %69,5 ve
%72,0 M; bitki ¢imlenme yiizdesi; %0,4 ve %0,6 EMS uygulamalarinda ise sirasiyla
%86 ve %82 M;bitki ¢imlenme yiizdesi elde etmislerdir. Bu ¢alismada da 6zellikle
EMS dozu arttikga ¢imlenme yiizdeleri diismistiir. Suda bekletme siirelerinin
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yuriittigiimiiz caligmadaki siirelere yakin olmasindan dolay1 %0,4 EMS dozunda benzer
¢imlenme yiizdeleri elde edilmistir. Hem Gunasekaran ve Pavadai (2015) hem de
Kharade vd. (2015) calismalarinda M, popiilasyonunda normal ¢imlenme yiizdeleri
goriildiigii belirtilmis ve bu tez ¢alismasinda da ayni sekilde My popiilasyonu kontrollere
yakin bir yilizdeyle ¢imlenmistir. Bir baska benzer calismada Jadhav vd. (2018)
yerfistiginda tohumlara SA ve EMS uygulamasi yapmislardir. Caligmalarinda SA
uygulamadan Once tohumlar1 24 saat suda bekletmisler, sonrasinda %0,2, %0,4, %0,6,
%0,8, %1,0 ve %1,2 dozlarindaki SA soliisyon ile muamele etmislerdir. EMS
uygulamasi Oncesi tohumlar 6 saat suda bekletilmis sonrasuinda %0,2, %0,4, %0,6,
%0,8, %1,0 ve %1,2 dozlarindaki EMS soliisyonlarinda bekletilmistir. %0,2, %0,4,
%0,6, %0,8, %1,0 ve %1,2 SA uygulamalarinda sirasiyla %80,3, %48,3, %44,0, %30,0,
%21,0, %15,3, %11,7 M; bitkilerinde ¢imlenme yiizdesi elde etmistir. Ayn1 dozlar igin
EMS uygulamalarinda ise sirasiyla %86,7, %82,0, %81,0, %74,3, %67,3, %59,3 ve
%67,0 ¢imlenme ylizdesi elde edilmistir. Bu ¢alismada da mutagen uygulamasi arttik¢a
cimlenme ylizdesi diistligli goriilmiistiir.

M; bitkilerinden en ¢ok tohum baglayan 384 adet %0,4 EMS ve 384 adet %1,2
EMS bitkisi M, popiilasyonu i¢in sera kosullarinda yetistirilmis, yapraklardan 6rnek
alinmasi sonrast DNA izolasyonu gercgeklestirilmis, TILLING tespiti icin Fragment
Analyzer™ cihazinda enzim muamelesi sonrasi gorlintileme yapilmis ve segilmis
genotipler elde edilen sonuglarin teyiti i¢in dizilemeye tabi tutulmustur. Dizileme ile
mutasyonlarin tespiti sayesinde oleik /linoleik asit oranini kontrol eden ah FAD2A ve ah
FAD2B genlerinde i¢in beklenen mutasyonlar yakalanmig ancak alerjen proteinleri
kodlayan ara h 1.01 ve ara h 1.02 genleri i¢in mutasyon yakalanamamigtir. ara h 2.01
ve ara h 2.02 igin gen bolgeleri igin ise PCR sisteminde yasanan sorunlardan dolayi
TILLING c¢alismasina dahil edilmemistir. Mutasyon yakalanan 9%0,4 EMS
popiilasyonundaki 547 numarali genotipin ah FAD2A geninin 336. bazinda G:A baz
degisikligi, %1,2 EMS popiilasyonunun 339 numarali genotipinde ise ah FAD2B
geninin 480. bazinda T:A baz degisikligi tespit edilmistir. ah FAD2A i¢in 1/317 kb, ah
FADZ2B i¢in ise 1/466 kb mutasyon frekansi hesaplanmistir. Benzer bir ¢alismada Knoll
vd. (2011) yerfistigt icin EMS ve DES mutagenleri kullanarak olusturduklari toplam
3.480 M, mutasyon popiilasyonunda ara h1.01, ara h 1.02, ara h 2.01, ara h 2.02, ah
FAD2A ve ah FAD2B genleri i¢in mutasyon taramasi yapmislardir. 4,5 saat %0,25 DES
ile olusturduklar1 mutasyon popiilasyonunda bu genler i¢in herhangi bir mutasyon tespit
edememislerdir. Ancak 12 saat %0,4 EMS uygulamasi ve 4,5 saat %1,2 EMS
uygulamalarinda ise bu 6 gen bolgeleri i¢in toplamda 27 SNP mutasyonlar: tespit
etmislerdir. 12 saat %0,4 EMS popiilasyonunda ara h 1.01 i¢in 2, ara h 1.02 i¢in 1, ara
h 2.01 i¢in 7, ara h 2.02 igin 2, ah FAD2A i¢in 5, ah FAD2B i¢in 3 adet mutasyon tespit
etmiglerdir. 4,5 saat %1,2 EMS popiilasyonunda ara h 1.01 i¢in 2, ara h 2.01 i¢in 2, ara
h 2.02 i¢in 3 mutasyon tespit etmislerdir. %0,4 EMS popiilasyonunda ah FAD2A igin
1/502 kb, ah FAD2B igin ise 1/831 kb mutasyon frekansi hesaplamislardir. %1,2 EMS
popiilasyonunda ise ah FAD2 genleri i¢in bir mutasyon tespit edememislerdir. ara h
1.01 geni i¢in %0,4 EMS popiilasyonunda 1/2.454 kb; %1,2 EMS popiilasyonunda
1/984 kb; ara h 1.02 geni i¢in %0,4 EMS popiilasyonunda 1/3.570 kb mutasyon
frekans1 hesaplamislardir. ara h 1.02 geni i¢in %1,2 EMS popiilasyonunda ise bu gen
icin mutasyon tespit edememislerdir. Bu tez ¢alismasinda %0,4 EMS popiilasyonu ah
FAD2A geni icin hesaplanan 1/317 kb mutasyon frekansi, Knoll vd. (2011)’in ayn1 doz
icin hesapladig1 frekansa (1/502 kb) yakindir. Knoll vd. (2011) c¢alismalarinda alerjen
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genlerini kontrol eden ara h 1 genleri i¢in daha diisik mutasyon frekansi
hesaplamiglardir (1/2.454 kb veya 1/3.50 kb). Yiiriitiilen bu tez ¢alismasinda %1,2 EMS
popiilasyonu ah FAD2B geni i¢in mutasyon frekansi 1/466 kb olarak tespit edilmis
ancak Knoll vd. (2011) bu dozda ah FAD2 genlerinde mutasyon yakalayamamuistir.
Knoll vd. (2011) %1,2 EMS soliisyonunda tohumlari 4,5 saat, yiiriitilen tez
calismasinda ise 12 saat bekletilmis olup yiiksek siireli mutagen ile muamelenin bunun
bir sonucu olabilecegi fikri ortaya ¢ikmustir. Knoll vd. (2011) %0,4 EMS
popiilasyonunda ah FAD2A geni i¢in tespit ettikleri 5 mutasyondan 3’niin 448. bazinda
A:G baz degisikligi, 1’nin 718. bazinda C:T baz degisikligi, 1’nin de 761. bazinda C:T
baz degisikligi gozlemlemislerdir. %0,4 EMSpopiilasyonunda ah FAD2B geni igin
tespit ettikleri 3 mutasyondan 2’sinin 442. bazinda insersiyon, digerinin ise 566.
bazinda C:T baz degisikligi gozlemlemislerdir. Yiiriitilen bu tez ¢alismasinda ah
FAD2A geninde G:A baz degisikligi, ah FAD2B geninde ise T:A baz degisikligi
gozlemlenmistir. EMS ile indiiklenmis mutasyonlarda tipik olarak C:T veya G:A baz
degisiklikleri gozlenmektedir. Buna gére Knoll vd. (2011) ah FAD2B igin EMS ile
indiiklenmis mutasyonlarda tipik goriilen C:T baz degisikligi tespit etmis, ah FAD2A
i¢in ise yaygin goriilmeyen A:G baz degisikligini bildirmislerdir. Bu tez caligmasinda
ise ah FAD2A geninde EMS ile indiikklenmis mutasyonlarda tipik goriilen G:A baz
degisikligi tespit edilmis, ah FAD2B igin ise yaygin goriilmeyen T:A baz degisikligi
gozlemlenmistir.

Bir baska benzer calismada Guo vd. (2015) yerfistiginda 12 saat %0,4 EMS
dozu ile olusturduklari M;j popiilasyonundan elde etikleri 768 adet M, genotipinde
TILLING c¢alismast yiriitmiislerdir. ~Calismalarinda  olusturduklar1  mutasyon
popiilasyonunda alerjen proteinleri kodlayan ara h 1.01, ara h 1.02, ara h 2.01, ara h
2.02 genleri, oleik/linoleik asit oranini kontrol eden ah FAD2A, ah FAD2B genleri ve
stres faktorlerine dayaniklilikta rolii olan ahPLD1, ahPLD2, ahLOX7-3’, ahLOX-
5’genleri igin tarama islemi yapmuslardir. Caligmalarinda toplamda 20 mutasyon
tanimlamiglardir. Bu 20 mutasyonun 3 tanesi ara h 1.01, 8 tanesi ara h 1.02, 1 tanesi
ahFAD2B, 1 tanesi ara h 2.02, 1 tanesi ahLOX-3", 3 tanesi ahLOX7-5", 2 tanesi ahPLD1
ve 1 tanesi ahPLD2 gen bolgesinde tespit etmislerdir. ara h 1.01 geninde tespit ettikleri
3 mutasyonda C:T baz degisikligi gozlemlemislerdir. Bu baz degisiklikleri 321, 377 ve
1.687. bazda oldugunu bildirmislerdir. ara h 1.02°de tespit ettikleri 8 mutasyonun 2
tanesi 1.258. bazda ve 694. bazda A:G baz degisikligi, 2 tanesi 428. ve 765. bazda C:T
baz degisikligi oldugunu gozlemlemislerdir, diger baz degisiklerinin ise EMS ile
indiiklenmis mutasyonlarda yaygin goriilmeyen 72. bazda G:T, 644. bazda C:A, 891.
bazda G:A ve 742. bazda A:C baz degisikligi oldugunu belirtmislerdir. ah FAD2B i¢in
632. bazda C:T baz degisikligi tespit etmislerdir. ah FAD2A i¢in ise bir mutasyon
yakalayamamislardir. Mutasyon frekanslari ise ara h 1.01 i¢in 1/477 kb, ara h 1.02 i¢in
1/160 kb, ah FAD2B igin 1/947 kb hesaplamislardir. Guo vd. (2015) alerjen proteinleri
kontrol eden ara h 1 genleri i¢in yiiksek mutasyon frekansi yakalamislar, ah FAD2B
geni i¢in ise bu tez calismasinda hesaplanan mutasyon frekansina (1/466 kb) yakin
deger elde etmislerdir.

Farkli bitkilerde de TILLING ¢alismalar1 basarili  sonuglar verdigi
raporlanmistir. Buna benzer bir ¢alismayi Sabetta vd. (2011) aygiceginde (Helianthus
annuus L.) yiirlitmiistiir. Mutasyon olusturmak i¢in ilk basta farkli EMS dozlarinda ve
farkli uygulama siirelerinde calisma yapmaislardir. 3 saat ve 6 saat bekletme siirelerinde
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%0, %0,5, %0,7, %1,2 ve %1,5 doz uygulamasi yiiriitmiislerdir ve 3 saat bekleme siiresi
icin bu dozlarda sirastyla %85, %78, %75, %58 ve %50; 6 saat bekleme siiresi igin
sirastyla %86, %3, %65, %45 ve %31 ¢cimlenme yiizdeleri elde etmislerdir. Sabetta vd.
(2011) yaptiklar1 EMS testlerinin sonucuna gore 6 saat %0,7 EMS uygulamasini
se¢misler ve yaklasik 30.000 adet tohuma uygulamislardir. Mjpopiilasyonundagimlenen
13.000 bitkinin de yaklagik olarak %50’si hayatta kalarak tohum baglamistir. M;’den
sectikleri her bitkiden 4 ile 10 arasinda tohum toplamislar ve bunlar1t Myyetistirmek
tizere ekimlerini ger¢eklestirmislerdir. Ekilen Mjbitkilerinin de %64’ ¢imlenmis ve
4.211 adet M, bitkisinde TILLING ¢alismislardir. Yiriitiilen tez ¢alismasina kiyasla
diploid bir bitki olan aygicegi bitkisinin (2n=2x=34) EMS mutageninin oliimciil
etkilerinden daha ¢ok etkilendigi tahmin edilmistir. Yerfistigmin tetraploid yapisi
EMS’nin bu 6liimciil etkilerini tolere edebilmistir. Sabetta vd. (2011) M elde ettikleri
DNA’lar1 yag asit biyosentez metabolizmasinda rol alan kasll ve kaslll genleri,
oleik/linoleik oranini belirleyen fad2-1 geni ve aygigcegi mildiydsiine (Plasmopara
halstedii) dayaniklilik geni AY490791 i¢in taramislardir. Kasll i¢in 4 adet, fad2-1 i¢in 3
adet, AY490791 i¢in ise 2 adet mutasyon tanimlamislardir. Tiim genler igin 1/475 kb,
fad2-1 i¢in ise 1/332 kb mutasyon frekansi hesaplamiglardir.

Yulafta (Avena sativa) yapilan bir TILLING ¢alismasinda ise Chawade vd.
(2010) mutasyon olusturmak i¢in EMS mutageni kullanmiglardir. TILLING
popiilasyonu i¢in en uygun EMS dozunu belirlemek igin bir 6n ¢alisma yapmislardir.
Yaklasik 200 adet yulaf tohumuna %0,8, %0,9, %1,0, %1,2, %1,4, %1,6, %1,8 ve %2,0
EMS dozlarinda 16 saat bekletmislerdir. Bu EMS doz uygulamalar icin sirasiyla
yaklasik %80, %40, %30, %20, %10, %1, %0 ve %0 c¢imlenme oranlar1 elde
etmiglerdir. Elde ettikleri sonucglara gore %0,9 EMS doz uygulamasini se¢misler ve
yaklastk 9.000 adet yulaf tohumuna uygulamislardir. Bu tohumlarm 2.880 adeti
cimlenmis ve c¢imlenen bu tohumlarin da yaklasik %97°si (2.800 adet) tohum
baglamistir. M;’den hasat ettikleri bu 2.800 adet tohumdan da Mj’de yaklasik %93
(2.600 adet) cimlenme oram1 elde etmislerdir. Heksaploid bir bitki olan yulaf
(2n=6x=42) ploidi seviyesinden dolaytr EMS’nin o6ldiiriicii etkilerinden daha az
etkilendigi goriilmiistiir. Yiriitiilen tez caligmasina kiyasla daha yiiksek oran EMS dozu
ve daha fazla bekletme oranlarina ragmen yulaf, yerfistigina oranla daha yiiksek
yiizdelerle ¢imlenmis, ¢imlenen bitkilerden de daha yiliksek oranlarda tohum bagladig:
tespit edilmistir. Chawade vd. (2010) M popiilasyonlarindan elde ettikleri DNA’lar1
lignin biyosentezinde rol alan AsPAL1 ve B-glukan biyosentezinde rol alan AsCslF6
genleri i¢in taramislardir. Toplamda 16 adet mutasyon tespit etmislerdir. Tespit ettikleri
bu 16 mutasyonun 6 adetinin AsSPAL1 geninde, kalan 10 adetinin ise AsCsIF6 geninde
oldugunu belirtmislerdir. ASPALL genin elde ettikleri mutasyonlarinin 4 tanesinin C:T,
geri kalan 2 tanesinin ise G:A baz degisikligi oldugunu bildirmislerdir. ASCsIF6
geninde ise tespit ettikleri 10 genin 7’si G:A, 2’si C:T, 1’nin ise EMS ile indiiklenmis
mutasyonlarda yaygin goriilmeyen A:T baz degisikligi oldugunu bildirmislerdir.
Yiiriitiilen bu tez caligmasina kiyasla ¢ok daha yiliksek oranda 1/20 kb ile 1/40 kb
arasinda mutasyon frekansi yakalamigslardir.
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6. SONUCLAR

Bu tez calismasinda Bat1 Akdeniz Tarimsal Arastirma Enstitlisiine ait olan NC-7
isimli yerfistig1 ¢esidikullanilarak tohumlara %0,4 ve %1,2’lik EMS dozlar1 uygulanmis
ve M; popiilasyonu olusturulmustur. Kimerik olan bu M; popiilasyonundan beklenen
mutasyonlarin fikse edilebilmesi i¢cin M, popililasyonu olusturulmus ve alerjen
proteinlerin sentezinden sorumlu ara h 1.01, ara h 1.02 genler ile oleik/linoleik asit
oranini belirlemede rol alan ah FAD2A ve ah FAD2B genleri i¢in TILLING metodu
uygulanmigtir.

TILLING calismasinda 384 adet %0,4 EMS popiilasyonu ve 384 adet %1,2
EMS popiilasyonu taranmistir. Tarama sonuglarina gore 32 adet genotip i¢in taranan
tiim gen bolgelerinde kesilmis PCR f{irlinleri tespit edilmistir. Mutasyonlarin teyidi i¢in
bu 32 adet genotip sekanslamaya gonderilmistir. Alerjen genlerinde her iki popiilasyon
icin beklenen mutasyon yakalanamamistir. Ancak %0,4 EMS popiilasyonundaki 547
numarali genotip igin ah FAD2A’da 1/317 kb mutasyon frekansinda, %1,2 EMS
popiilasyonundaki 339 numarali genotip i¢in ah FAD2B’de ise 1/466 mutasyon
frekansinda beklenen mutasyonlar yakalanmistir.

Oleik/linoleik (O/L) asit orani kontrol eden bu homolog ah FAD2 genlerinde
nokta mutasyonlarin varligi tekli doymamis yag asidi olan oleik asidi artirmakta, ¢oklu
doymamis yag asidi olan linoleik asidi ise diislirmektedir (O/L oranini artirmaktadir).
Tekli doymamis yag asitleri hem kardiyovaskiiler agidan daha saglikli hem de c¢oklu
doymamis yag asitlerine kiyasla oksidasyona daha dayaniklidir. Boylece yerfistigindan
elde edilen yaglar daha uzun Omiirlii olmaktadir. Kiltiiri yapilan yerfistiginin
“Virginia” ve “Runner” agronomik tiplerinde ah FAD2A geni mutant yapiya sahiptir
(Chu vd. 2007). Yiiriitiilen tez ¢alismasinda kullanilan NC-7 isimli ¢esit de “Virginia”
agronomik tipi olup ah FAD2A geninde dogal mutasyon mevcuttur. Bu amagla 339
numarali genotip, ileri nesillere tasiarak takip edilecektir. Ayrica Janilaa vd. (2016)
yaptiklari calismada elde ettikleri benzer bir mutasyonu marker destekli geri melezleme
ve marker destekli seleksiyon ile basarili bir sekilde koleksiyonlarindaki diger hatlara
aktarabilmistir. Benzer sekilde Chu vd. (2011) yaptiklar1 ¢alismada yiliksek oleik asit
ozelligini marker destekli seleksiyon ile aktarimlarin1  gergeklestirdiklerini
bildirmiglerdir. Bu tez ¢alismasinda da elde edilen bu mutasyonlar anlamli olmalar
durumunda yerfistig1 1slah ¢aligmalarinda kullanilmak iizere degerlendirilebilecektir.
Ozellikle iilkemizdeki mevcut bitkisel yag acig1 diisiiniildiigiinde bu alanda oksidasyona
dayanikli, uzun raf Omriine sahip yagh bitkiler gelistirilmesi olduk¢a Onemlidir.
Yiiriitiilen tez ¢caligmasinin ¢iktilarinin bu alanda katki yapmasi beklenmektedir.

Bu tez ¢alismasinda olusturulan M; popiilasyonu ise daha sonraki ¢aligmalarda

kullanilmak tizere tohum stokunda saklanmistir. Boylece bir sonraki M3 jenerasyonu
zaman kayb1 olmadan olusturulabilecektir.
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