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OZET

CANAKKALE KOSULLARINDA YETIiSTIRILEN Stevia rebaudiana BITKISININ
BAZI BiTKISEL OZELLIiKLERIN BELIRLENMESI VE MOLEKULER
TANIMLANMASI

Giilnur KARAOGLU
Canakkale Onsekiz Mart Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Tarimsal Biyoteknoloji Anabilim Dali Yiiksek Lisans Tezi
Danisman : Prof. Dr. iskender TIRY AKI
20/08/2019, 51

Bu calisma Adana, Antalya, Bilecik ve Samsun kokenli seker otu (Stevia
rebaudiana) genotiplerinin Canakkale sartlarindaki bazi agronomik Ozelliklerini
belirlemek ve genotiplerin molekiiler tanimlanmasini yapmak amaciyla yiirttilmistiir.
Calisma amaciyla temin edilen bitki fideleri 3 tekerriirlii olacak sekilde tesadiif bloklar1
deneme planma gére Canakkale Onsekiz Mart Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Dardanos
Arastirma ve Uygulama Istasyonunda onceden hazirlanmis tarlaya 13 Mayis 2016
tarihinde dikilmistir. Calismada bitki boyu (cm), anadal sayis1 (adet/bitki), yan dal sayisi
(adet/bitki), bitki basina yas ve kuru agirliklar1 (g/bitki) belirlenmistir. Genotiplerin
molekiiler olarak tanimlanmalarinda bitkilerde tuz stresine tolerans ile iliskili olduklari
bilinen 8 adet lokus spesifik DNA markori kullanilarak genotipler arasi genetik iliski
incelenmis ve akim sitometri yontemi ile g¢ekirdek DNA igerikleri (genom hacmi)
belirlenmistir. Seker otu bitkisinde daha once test edilmemis olan 8 adet lokus spesifik
DNA markérii ile toplamda 23 bant elde edilmis ve bantlarin 17’ sinin polimorfik oldugu
belirlenmistir. Markor bagina elde edilen ortalama bant sayisi ile ortalama polimorfik bant
sayis1 sirastyla 3,8 ve 2,8 olarak tespit edilmistir. Markorlere ait ortalama polimorfizm
orant % 74,16 olurken en yiliksek ve en diislik polimorfizm bilgi igerikleri (PIC) sirasiyla
AtNHX1, MtActin (0,56) ve P5CS (0,12) markdrlerden elde edilmistir. UPGMA yontemine
gore olusturulan dendrogramda Adana ve Bilecik genotipleri genetik olarak birbirine en
yakin iki genotip olurken Samsun genotipi digerlerinden ayrismistir. Akim sitometri
kullanilarak elde edilen ¢ekirdek DNA analiz verilerine gore seker otu genotiplerinin 2C

¢ekirdek DNA igeriklerine ait degerlerin 1,52 ile 1,67 pg arasinda degistigi gozlenmis ve
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analiz edilen tiim genotiplere ait degerler kullanilarak seker otu i¢in ortalama 2C g¢ekirdek
DNA igerigi 1,62 pg olarak hesaplanmistir. Sonuglar, Canakkale kosullarinda yapilan tek
yillik agronomik ¢aligmanin daha fazla sayida bitki genotipi kullanilarak tekrar edilmesi
gerektigini, tuz stresi ile iliskili lokus spesifik DNA markdrlerinin seker otu bitkisinin
DNA parmak izlerinin ¢ikarilmasi ve genetik iligkilerin ortaya konmasi amaciyla basarilt
bir sekilde kullanilabilecegini gdstermistir. Sonuglar ayn1 zamanda ¢alismada kullanilan
genotiplere ait c¢ekirdek DNA miktarlar1 bakimindan oOnemli bir farkin olmadigini

gostermistir.

Anahtar sozciikler: Seker Otu, Tuz Stresi, Cekirdek DNA icerigi, Markér,

Polimorfizm.
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ABSTRACT

DETERMINATION of SOME PLANT CHARACTERISTICS and
MOLECULAR IDENTIFICATION of Stevia rebaudiana PLANT
GROWN in CANAKKALE

Glilnur KARAOGLU
Canakkale Onsekiz Mart University
Faculty of Agriculture
Master of Science Thesis in Agricultural Biotechnology
Advisor : Prof. Dr. Iskender TIRY AKI
20/08/2019, 51

This study was carried to determine some agronomic features and molecular
characterizations of sugar leaf genotypes (Stevia rebaudiana) sourced from Adana,
Antalya, Bilecik and Samsun regions under Canakkale growth conditions. The seedlings
which were specifically provided for this study were planted by hand in a pre-prepared
field of Canakkale Onsekiz Mart University, Faculty of Agriculture, Dardanos Research
and Application Station in a completely randomized block design with 3 replications on
May 13, 2016. The length of the plant (cm), number of major and minor branches per
plant, fresh and dry weights of herba (g/plant) have been evaluated. To make molecular
characterization, 8 locus specific DNA markers known to be effective against salt stress in
plants were used to reveal genetic relationship among genotypes and nuclear DNA
contents were determined by flow cytometry. Salt related locus-specific DNA markers
which have never been tested in sugar leaf plants produced a total of 23 bands, 17 of those
were polymorphic. Average numbers of amplified bands and polymorphic bands were
determined as 3,8 and 2,8, respectively. Average polymorphism ratio of markers was
74,16% while the highest and the lowest polymorphism information content (PIC) of
markers was obtained from AtNHX1, MtActin (0,56) and P5CS (0,12), respectively. The
dendrogram based on the UPGMA cluster analysis showed that Adana and Bilecik were
genetically the closest genotypes while genotype Samsun distinctly separated from the
others. The results of nuclear DNA content analysis using flow cytometry revealed that the

nuclear DNA content of genotypes ranged between 1,52 and 1,67 pg, an average of 1,62

viii



pg. The results indicated that annual agronomic study conducted under Canakkale
conditions should be repeated by using more plant genotypes and salt related locus specific
DNA markers can be successfully used to determine DNA fingerprints as well as to reveal
genetic relationships of sugar leaf plants. The results also revealed that nuclear DNA

content of genotypes used in this study was not significantly different.

Keywords: Stevia, Salt Stress, DNA Content, Marker, Polymorphism.
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BOLUM 1
GIRIS

Tibbi ve aromatik bitkiler, hastaliklarda sifa vermek amaci ile yiizyillar boyunca
kullanilagelen, gidalarda, kozmetik ve parfiimeri sektorii basta olmak iizere kullanimi
tilkeden iilkeye degisen farmakolojik etkiye sahip bitkilerdir.

Eski biiylik medeniyetlerden Siimerliler basta olmak {izere Misirhilar, Hititliler,
Asurlular, Romalilar, Inkalar gibi medeniyetler hastaliklarin tedavisinde sifali otlar1 fazlaca
kullanmiglardir (Baydar, 2005). 2010 yilinda yaymlanmis Diinya Saglik Orgiitii (WHO)
verilerinde yaklasik 20.000 bitkinin tibbi bitkiler olarak kullanildig: belirtilmistir (Bayram
ve ark., 2010). Tirkiye’ nin jeolojik konumu ile iklim, toprak ve bitki gesitliliginin tarima
elverisli olmast, tibbi ve aromatik bitkilerin yetistirilmesi acisindan biiyiik 6neme sahiptir.

Son yillarda asir1 seker tiiketiminin artmasi ve obezite, insiilin direnci, seker, gibi,
sagliga olumsuz etkilerin ortaya ¢ikmasi sonucu insanlar bitkisel kaynakli dogal, diisiik
veya sifir kalorili tatlandiricilara yonlenmis ve bu bitkilere ilgi artmistir (Philippe ve ark.,
2014). Son donemlerde adim sik¢a duydugumuz, sekere alternatif olabilecek ve kullanimi
giin gectikge artan Stevia (seker otu) bitkisi, orijini Paraguay olan tibbi ve aromatik bir
bitkidir. Bitkinin farkli sekillerde kullanimi mevcuttur. Stevia cinsi yaklasik olarak 150-
200 tiirden olugmaktadir.

Seker otu ¢ok wyillik bir bitki olarak subtropikal bolgelerde ¢ali formatinda
goriilmektedir. Bitki Brezilya ve Paraguay arasinda sinir bolge olan Monday nehrinin
kaynagina yakin ve Amambay daglik arazilerinde yabani olarak yetismektedir. Giiney
Amerika’ nin kuzey bolgelerinde ise dogal olarak yetismektedir. Ayrica Cin, Tayvan,
Tayland, Kore, Brezilya ve Malezya basta olmak iizere bagka iilkelerde de yetistiriciligi
yapilmaktadir (Soejarto ve ark., 1983; Lester, 1999).

Seker otunun Kuzey ve Orta Amerika tiirlerinin sistematigi Grashoff (1972)
tarafindan yapilmis bir ¢alismada incelenmistir. Soejarto ve ark. (1983), yaklasik 200’ e
yakin iiyesi bulunan cinsin Stevia rebaudiana tiiriinden seker esansi elde etmistir.

Stevia normalde Paraguay’ da dogal ortamlarda ¢ok yillik bitki olarak
goriilmektedir (Ramesh ve ark., 2006).

Seker otunun Paraguay’in daglik bolgelerinde yasayan Guarani Hintlilerce tath ot
anlamina gelen ‘caad-éhé’ olarak bilindigi belirtilmistir (Brandle ve ark., 1998). Stevia’ nin
seker tadim ilk kez Isvigre’ li botanist olan Moises Santiago Bertoni (1899) bildirmistir
(Bertoni ve ark., 1899).



Bu ¢alismada Tiirkiye’ nin degisik iklim kosullarina sahip olan farkli bolgelerinden
(Adana, Antalya, Bilecik, Samsun) temin edilmis ve orijini Giiney Amerika olan 4 farkli
seker otu bitkisinin Canakkale kosullarinda bitkisel 6zelliklerinin (bitki boyu, anadal
sayisy, yandal sayisi, bitki basmna taze yas agirligi, bitki basina kuru yas agirligi)

belirlenmesi ve bazi molekiiler yontemlerle tanimlanmasi amaglanmastir.

1.1. Seker Otu Bitkisinin Sistematigi
Seker otu bitkisinin taksonomisi Cizelge 1.1° de gosterilmistir. Cizelge 1.1’ de

gosterildigi tlizere seker otu bitkisi Asteraceae (Papatyagiller) familyasina ait olup g¢ok
yillik bir bitkidir. Bu familyanin ismi goriinimi yildiz seklinde cicekleri olan
Aster tiirtinden gelmektedir. Asteraceae familyasina ait 950 cins vardir (Lester, 1999;
Soejarto ve ark., 1983).

Seker otu cinsi icerisinde Stevia eupatoria, Stevia ovata, Stevia plummerae gibi
yaklasik 200 tiir bulunmakla birlikte en yaygin bilinen tiirii Stevia rebaudiana’ dir.

Yadav ve ark. (2011), arastirmalarina gore Stevia bitkisinin botanik

siniflandirilmasi asagidaki sekilde yapilmistir.

Cizelge 1. 1. Seker otu bitkisinin taksonomik siniflandirilmasi (Yadav ve ark. 2011)

Taksonomik siniflandirma

Alem Plantae

Alt alem Tracheobionta
Boliim Spermatophyta
Alt boliim Magnoliophyta
Simf Magnoliopsida
Alt simf Asteridae
Grup Monochlamydae
Takim Asterales
Familya Asteraceae

Alt familya Asteroideae
Tribii Eupatorieae
Cins Stevia

Tiir Rebaudiana




1.2. Ge¢misten Giiniimiize Seker Otu

Seker otu Brezilya ve ona sinir iilke olan Paraguay’ da endemik bir bitkidir (Felipe,
1977). Seker otu esas Je jui Guazu’ nun yakininda San Pedra Yhu’ un boélgesine dahil
Amambay’ da (Paraguay) bulunmustur (Schmeling, 1967). Tatlandiric1 olarak yiizyillar
boyunca kullanilmistir.

Seker otu ilk olarak 1800 lii yillarda Avrupalilarin dikkatini ¢ekmistir (Ramesh ve
ark., 2006). Seker otunun tarihgesi Machado ve Dietrich (1981) tarafindan detayli olarak
ele alinmustir.

Cografi bakimdan yaygin olmasina ragmen, seker otu bitkisi Ozellikle Giiney
Amerika ve merkezi ile, Amerika Birlesik Devleti’ nin tropikal ve subtropikal bolgelerinde
goriilmektedir (Robinson ve King, 1977).

Seker otu eski zamanlardan beri Paraguay halki tarafindan tatlandirici ve bitkisel
ilag olarak kullanilmaktadir.

[lk raporlar, 16. yiizy1l boyunca Ispanyollarin bu bitkiyi bildigini gdstermistir fakat
Bertoni tarafindan, 1888 yilinda Avrupalilarin ilgisini ¢ekmeyi basarmistir. Bertoni 1905
yilinda ise bitkinin adin1 Stevia olarak degistirmistir (Bertoni, 1905).

Seker otu bitkisinin yapraklar1 Ka-a He-e olarak Guarani Hintlilerince biliniyor
olmasi yaninda yiizyillar boyunca Maté (Paraguay cay1) gibi sert iceceklerde kullanilmigtir
(Soejarto ve ark., 1983).

Crammer ve lkan (1986), arastirmalar1 sonucu seker otunun 1971 yilinda Brezilya’
dan Japonya’ ya getirildigini ve bitkinin potansiyelini degerlendirmek i¢in arastirmalara
baslandigini bildirmistir. Bugiin Japonya’ da tatlandirici olarak 6nemli bir pazara sahip
olan bu bitkinin tahillar, ¢cay ve alkolsiiz i¢ecekler dahil bir¢ok gida iiriinlerinde kullanimi
onaylanmistir. Seker otu Kuzey Dogu Paraguay’ da Rio Monday’ in asit g¢orak
kumluklarinda veya corak kumluklarinda, bataklik arazi iizerinde yaygin bir sekilde
yetismektedir. Kanada’ da, seker otu bitkisi yabani ortamlarindan alinip, modern tarim

teknikleri ile farkli iiretim ortamlarinda yetistirilmektedir.

1.3. Seker Otunun Botanik Ozellikleri

Shock (1982), yaptigi calismada seker otunun baslangicta yavas gelistigini
bildirmistir. ilk bir aym ardindan, uygun hava kosullarina bagl olarak gelisme ve
biiytimesinde artis oldugunu tespit edilmistir. Seker otunun biiyiime modeli 4 evrede

degerlendirilmistir. Ik evre ¢imlenme ikinci evre ise bilyiimedir. Ugiincii evre, tozlasma



icin ¢icek tomurcugunun olusumu ve doéllenme, dordiincii evre ise tohumun gelismesini
icermektedir.

Tohumun ¢imlenmesi ekim zamam ve sicaklifa bagldir. 24 ° C sicaklik tohumun
¢imlenmesi i¢in optimal olarak kabul edilmektedir (Goettemoeller ve Ching, 1999). Diger
biiyiime evreleri ise iklim ve toprak kosullarina bagli olarak degismektedir.

Bitki genis bir kok sistemine sahiptir. Kok ipliksi, filiform ve uzun Omiirliidiir
(Schmeling, 1967). Bitkinin ince kokleri derin bolgelerdeki kalin kokler ile toprak yiizeyi
etrafinda birlegsmektedir (Sunk, 1975). Toprak yiizeyindeki kismi stevioside igermez
(Vargas, 1980; Zaidan ve ark., 1980).

Yapraklar kii¢iik, mizrak seklinde, boyu eninden fazla, dikdortgen, yukariya dogru
kivrik ve tirtiklidir (Dwivedi, 1999) (Sekil 1.1). Seker otu yapraklarinin kalitesi, sulama
yontemlerine, giin 151¢1na, havanin durumuna, sanitasyon gibi ¢esitli tarimsal uygulamalara
bagh olarak degisiklik gostermektedir. Yapraklar agizda tath ve ferahlatici bir etkiye
sahiptir (Dwivedi, 1999).

flk fotosentetik organlari, tohumun c¢imlenmesine bagli olarak iki kotiledon
yapragin olusumu ile baglamaktadir.

Seker otu, kendine uyusmazlik gosteren bir bitkidir (Chalapathi ve ark 1997
Miyagawa ve ark., 1986) ve siklikla bocek ile tozlasma goriilmektedir (Oddone, 1997).

Cigekler soluk mor renkte tag yapraklarla birlikte kiigiik ve beyaz renklidir (Dwivedi,
1999) (Sekil 1.2). Cigekler hermafrodit yani hem disi hem de erkek organlara sahiptir.
Polenleri oldukg¢a alerjen olabilmektedir. Kiigiik cicekleri tasiyan salkim, panikulada
siralanmistir  (Goettemoeller ve Ching, 1999). Bitki, minimum 4 ger¢ek yaprak
olusturduktan sonra ¢i¢eklenmeye baslayabilmektedir. Bir bitkinin gesitli gigek gelisim
evrelerini tamamlamasi ve tiim ¢igeklerini iiretmesi bir aydan daha fazla zaman almaktadir
(Taiariol, 2004).



Sekil 1. 1. Seker otu bitkisinin genis ve tirtikli yapraklarinin 6rnek goriintiisii (G.

Karaoglu).
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Sekil 1. 2. Seker otu bitkisinin kii¢iik ve beyaz renkli ta¢ yapraklarinin goriintiisii (G.
Karaoglu)

Tohumlar aken, yaklasik 3 mm uzunlugundadir. Her aken 20 kalic1 pappus tiiylere
sahiptir (Sekil 1.3). Tohumun yasayabilirligi zayif ve oldukca degiskendir (Lester, 1999).
Tohumlar ¢ok az endosperme sahiptir ve pappus tiiyii yoluyla riizgarda dagilmaktadir.
Fertil tohumlar genellikle koyu renkli iken agik renkli tohumlari infertil olabilmektedir
(Oddone, 1997).

Seker otu fideleri tohum ekiminden 45-60 giin sonra tarlaya aktarimi i¢in uygun
biiyiikliige ulasabilmektedir (Brandle ve ark., 1998).
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Sekil 1.3. Seker otu tohumuna ait 6rnek gorsel (G. Karaoglu)

1.4. Seker Otunun Adaptasyon istekleri

Seker otunun kokeni 23-24° giiney enlem (Shock, 1982) ve 54-56° dogu boylam
arasinda olan Paraguay’ m kuzeydogusunun daglik bdlgelerinde olmasina ragmen
diinyanin gesitli cografi bolgelerinde basarili bir sekilde yetistirilmektedir (Alvarez, 1984;
Bertonha ve ark., 1984; Monteiro, 1986). Seker otu, ¢ok yillik bitki olarak Amerika’ nin
giiney Kkesimleri de dahil subtropikal bdolgelerde yetistirilmektedir (Goettemoeller ve
Ching, 1999).

Yapilan arastirma sonuglaria gore bitki veriminin esasen, iklim ve ¢evresel faktorler
tarafindan yonetilen fenotip ile bitkinin genetik karakterine bagli oldugu ortaya
koyulmustur ( Ermakov ve Kotechetov, 1996; Metivier ve Viana, 1979).

Stevioside iiretiminde ¢evresel ve agronomik faktorlerin biiylime ve aliskanligindan
daha fazla etkilendigi goriilmektedir (Tateo ve ark., 1998). Seker otu bitkisi i¢in, ideal
iklim -6 °C ile 43 °C, ortalama 23 °C sicaklik ile yar1 nemli subtropikal iklim olarak
bildirilmistir (Brandle ve Rosa, 1992).

Giindiiz ve gece uzunlugunun etkisini, sicaklik degisiminin stevioside Sseviyesi
tizerindeki etkileri bakildiginda seker otunun giin 1s18ina 12-16 saat ve giin uzunluguna
oldukga duyarl oldugunu goriilmektedir (Kudo ve Koga, 1977).

Gilin uzunlugunun degisimi, bitkinin vejetatif biiyiimesi ilizerinde oldukca etkili
oldugu yapilan ¢alismalarda saptanmustir (Metiver ve Viana, 1979). Ayrica giin uzunlugu
bitkinin ¢i¢eklenme siiresini de etkilemektedir. Seker otu 11 saat giin uzunlugunda 46 giin



icinde c¢iceklenmenin meydana geldigi, fotoperiyod 12,5 saat oldugunda ise 96 giinde
ciceklenmenin meydana geldigi rapor edilmistir (Kudo, 1974).

Seker otu bitkileri, dogal habitatlarinda (21-22° giiney enlemlerinde), Ocak ile Mart
aylar1 arasinda, kuzey yarim kiirede ise Temmuz ile Eyliil aylar1 arasinda ¢igek agmaktadir.
Eger seker otu, siirekli uzun giin kosullarinda (16 saatlik fotoperiyot) ve yaklasik 25 °C’ de
yetistirilirse, vejetatif asamada kalmaktadir (Monteiro ve ark., 2001).

Sicakligin, ¢imlenme ile bitki ve siirgiinlerin biiyiimesini, kisin hayatta kalmasini,
fotosentez ve solunumu etkiledigi gozlemlenmistir. Bitkinin gelismesi igin optimal sicaklik
araliginin 15-30 °C oldugu bildirilmistir (Sumido, 1980). Sicakligin dogrudan ya da giin
icerisinde degisimi verimi etkilemektedir (Parsons, 2003). Seker otunun iyi bir sekilde
vejetatif biiyiimesini gerceklestirebilmesi i¢in giindiiz sicakligimin 40 °C’ yi gecmemesi ve
gece sicakliginin 10 °C’ nin altina diismemesi gerekmektedir.

Golge, seker otu bitkisinin biiylimesini Ve ¢igek agma oranimi azaltmaktadir. Ayrica,
1sikta % 60 lik bir azalma, ¢icek agmayr geciktirme ve bitki biyokiitle iretimi ile gigek

a¢gma oranini diisiirmektedir (Slamet ve Tahardi, 1988).

1.5. Seker Otunun Kimyasal Icerigi

Giiniimiizde seker tiiketiminin agir1 bir sekilde artmasi ve genel olarak tiiketicilerin
dogal {irlinlere yonelmis olmasi, dogal sifir kalorili tatlandiricilara talebin énemli dlgiide
artmasina sebep olmaktadir (O’Brien, 2011). Sifir kalorili, dogal kaynakli tatlandiricilarin
kiiresel talebi, tiiketicilerin giderek bilingli hale gelmesi ile son 10 yilda dnemli dlciide
artmistir. Onsekizinci yiiz yilin baslarindan bu yana bir¢ok sentetik ve dogal tatlandirict

bilesikler tespit edilmistir. (O’Brien, 2011).

Stevioside, seker otu bitkisinin yapraklarindan izole edilen dogal bir tatlandiricidir.
Stevioside, sakkarozdan ( % 0,4 ¢ozelti) 300 kat daha tatlidir. Iceriginin, gesit ve yetisme
kosullarna bagli olarak degistigi ve yaprak kuru agirliginin % 4-20 arasinda oldugu
bildirilmistir (Geuns, 2003). Stevioside, temel seker bilesenidir.

Seker otu bitkisinin hem 6zii hemde Stevioside igerigi Giiney Amerika, Asya,
Japonya, Cin ve Avrupanin farkli iilkelerinde yillardan beri tatlandirici olarak
kullanilmaktadir. Brezilya, Kore ve Japonya’da seker otu yapraklari, Stevioside ve yiiksek
rafine edilmis oOzleri diisiik kalorili tatlandirici olarak kullanilmaktadir (Mizutani ve

Tanaka, 2002). Amerika Birlesik Devletinde, seker otu yapraklari toz haline getirilmis ve
1995 yilindan beri diyetlerde besin takviyesi olarak kullanilmaktadir. 1931 yilina kadar



Stevioside izolasyonu ve seker otunun kimyasal karakterizasyonu ile ilgili énemli bir
gelisme olmamistir (Bridel ve Lavieille, 1931a). Bu maddenin salyangoz sivisi ile
muamele edilmesi 3 mol glikoz ve 1 mol steviol, asit hidrolizi ile de izosteviol iiriiniinii
sagladigi tespit edilmistir (Bridel ve Lavieille., 1931b). Seyreltik siilfiirik asid iginde
isitildiginda izosteviol elde edilmistir. Daha sonraki calismalar yedi tathi glikozidinin
izolasyonuna yon vermistir. Yabani seker otu bitkilerinin yapraklarinda bulunan 4 biiyiik
glikozitler: Dulcosid, Rebaudiosid C, Rebaudiosid A ve Stevioside’ dir (Brandle ve ark.,
1998)

Glikozit ile ilgili yapilan arastirmalar, alkalin kosullar altinda Steviolbioside {ireten
bir D-glucopyranose’un atiklarinin bir karboksil grubuna baglandigini ve diger ikisinin b-
glikosidik baglant1 aracilifiyla aglycone’ a baglanmis bir sophorosyl grubunun bilesenleri
oldugunu gostermistir (Yamasaki ve ark., 1976).

Seker otu yapraklar1 ekstraktlarinin daha fazla incelenmesi diger seker diterpenoid
glikozitlerin izolasyonu ve tanimlanmasiyla sonuglanmistir (Yamasaki ve ark., 1976).

Alkalin hidroliz ile Stevioside’den ilk hazirlanan 6nemli seker maddesi Stevioside ve
Steviolbiosid ile birlikte methanol ekstraktindan rebaudiosid A ve B’ yi ilk olarak elde
edilmistir (Kohda ve ark., 1976). Daha sonra, izolasyon sirasinda Rebaudioside B,
Rebaudioside A’ dan diizenlenen bir yap1 oldugu 6ne siiriilmiistiir (Kaneda ve ark., 1977).
Stevioside enzimatik ve kimyasal prosediirlerle Rebaudiosid A’ya doniistiirilmiistiir
(Kaneda ve ark.,, 1977). Hem Rebaudiosid A hem Rebaudiosid D, sadece ester
islevselliginin farkli oldugunu gosteren alkali hidrolizi yoluyla Rebaudiosid B’ ye
doniistiirtilebildigi saptanmistir (Kohda ve ark., 1976).

1.6. Seker Otunun Diger Etkileri
Seker otu ozleri, insanlarda kalp atim hizin1 azalmakta ve arteriyel kan basincini
diisiirmektedir (Boeckh ve Humboldt., 1981).

40-60 giin boyunca seker otunun sulu ekstratiyla beslenen siganlarda hipotansiyon
olustugu; ortalama arteriyel basing, 40 giinliik tedavi periyodu boyunca 110 mm Hg’ dan
90 mm Hg’ ya distiigii bildirilmistir (Melis, 1995).

Siganlarda 40-60 giin boyunca agizdan verilen seker otu ekstraktlari, dilirez ve
natritirezi indiiklemis ve renal plasma akisini arttirmig, vazodilatasyon oldugunu
belirtmistir (Melis 1995; 1996). Glomeriiler filtrasyon hizi degismeden kalmistir. Ekstrakt

giinde iki kez verilen 1,33 g kurutulmus yaprak ile es degerdir. Ortalama arteriyel basing,



normal ve Goldblatt hipertansif sicanlarda 30 giin boyunca 2,67 g kuru yapraga esdeger
ekstrat verildiginde azalttig1 belirtilmistir (Melis, 1996).

Seker otunun sulu ekstraktinin disi sicanlarin dogurganlhigini azalttigi konusunda
tartigmalar bulunmaktadir (Planas ve Kuc 1968). Paraguayli Kizilderililer tarafindan sézde
kontraseptif olarak kullanildig1 varsayilan miktar sicanlara uygulanmigtir.

Sicanlar iizerinde yapilan arastirmalarda seker otu bitkisinin dogurganlik iizerine
herhangi bir etkisi goriilmemistir (Akashi ve Yokoyama, 1975). Yapilan bir ¢alismada,
siganin yemegine 21 giin siireyle % 0,14’ lik stevioside ekstrati eklenmis ve her iki

cinsiyette lireme iizerine etkisi goriilmedigi saptanmistir (Akashi, 1975).
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BOLUM 2
ONCEKIi CALISMALAR

Liu ve ark. (2000) yaptiklari ¢alismada Arabidopsis thaliana’ da hiicre igi Na* ve K*
homeostaz icin asir1 hassas tuz 2 (SOS2) genini pozisyonel klonlama araciligiyla izole
etmislerdir. SOS2’ nin, SNF1 kinaz mayasininkine benzer bir N-terminal katalitik domain
olan serin/ treonin tipi protein kinaz kodlamasi beklenmistir. SOS2 mutant allellerin sekans
analizleri, hem N-terminal katalitik domain hem de SOS2’ nin C- terminal diizenleyici
bolgesinin fonksiyonel olarak gerekli oldugunu ortaya koymustur. SOS2 transkriptin sabit
durum seviyesi, kokteki tuz stresi ile diizenlenmistir. Calismanin sonucunda, SOS2’ nin
aktif bir protein kinaz oldugu, mevcut mutasyon ile SOS2 protein kinaz aktivitesinin tuz
toleransi i¢in gerekli oldugunu gdstermistir.

Asif ve ark. (2011) galismalarinda Agrobacterium tumefaciens transformasyon
sistemi kullanarak 35S promotorii tarafindan AtNHX1, yer fistigina yerlestirilmistir.
AtNHX1 geninin stabil entegrasyonu, polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ve southern blot
analizi ile dogrulanmistir. Sonu¢ olarak, AtNHX1 genine sahip transgenik bitkilerin,
yiiksek konsantrasyondaki tuz ve su yoklugunda, yabani tip bitkilere gore daha direngli
oldugu bulunmustur. Ayrica, AINHX1 geninin asir1 ekspresyonunun, sadece tuz toleransini
gelistirmekte kalmayip, ayn1 zamanda kuraklik toleransinin da arttirdigini belirtmislerdir.

Carvalho ve Marchio (2011), ¢alismalarinda S. rebaudiana Ber. yapraklarinda ki a-
ve b- esteraz lokuslarindaki polimorfizmi tanimlamak i¢in poliakrilamid jel elektroforezi
kullanilmistir. Est-2 ve Est-4 lokuslarindan iiretilen esterazlarin giiclii boyanmis bantlar
oldugu goriilmiistiir. Bu lokuslarin her birinde, analiz edilen 428 S. rebaudiana’ dan dort
alel tespit edilmistir. Bu ¢alismada kullanilan esteraz analizi, artan ytkseklik ve erken
ciceklenme gibi spesifik tiniform ozelliklere sahip bitki Orneklerinin se¢iminin, S.
rebaudiana popiilasyonlarinda alleler ve a/b esteraz fenotip desenlerinin fiksasyonuna yol
acabilecegini gostermistir.

Chester ve ark. (2013), yaptiklar1 ¢alismada Hindistan’in farkli cografi bolgelerinden
elde ettikleri gesitli seker otu bitkisinde, rastgele ¢ogaltilmis polimorifk DNA (RAPD)
markdrlert ve yiiksek performansli ince tabaka kromatografisi (HPTLC) analizi
yontemlerini kullanarak bitkilerin sahip oldugu genetik ve metabolik degiskenligi
arastirmislardir. Elde ettikleri sonuglarda, 11 seker otu iiyesinden, Delhi ve Mohali ¢esitleri

RAPD ve HPTLC analizinde iistiin genotip olma acisindan benzerlik gosterdigi tespit
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edilmistir. Calismadan elde edilen bilgilerin bu tibbi bitkinin yetistirilmesi i¢in stratejiler
gelistirmek acisindan degerli oldugunu bildirmislerdir.

Lata ve ark. (2013), yaptiklari ¢alismada ISSR markdrlerini kullanarak seker otu
bitkilerinde genetik analizler ile invitro ¢alismalar yapmislardir. Aksillar tomurcuklar
igeren nodal segmentler, % 3 sukroz, % 0,8 agar igeren MS besiyerlerine eksplant olarak
kullanmiglardir. En iyi in vitro indiiksiyonu (% 87), herhangi bir biiyiime diizenleyicisi
igermeyen, yar1 kuvvetli MS ortaminda elde edilmistir. Bitki 6rnekleri ISSR analizi igin
belirli bir olgunluga gelene kadar yetistirme kabininde biiyitiilmiistiir. ISSR tarafindan
toplam 45 bant iiretilmistir. Analiz sonucunda iki tiir arasindaki kimyasal profiller ve
sekonder metabolitler arasinda farkliliklar goriilmemistir. Seker otu bitkilerinin klonal
kiitle ¢ogaltilmasi i¢in uygun ve uygulanabilir oldugu sonucuna varilmistir.

Kirmac1 ve ark. (2015), yaptiklar1 arastirmada prebiyotik lif iceren seker otu
ilavesinin prebiyotik dondurmalarin bazi kalite 6zellikleri {izerine etkisini incelemislerdir.
Calismada seker yerine degisik oranlarda ( %0- kontrol, %25, %50, %75, %100) seker otu
kullanmislardir. Arastiricilar, prebiyotik lif igeren seker otu ilavesinin dondurmalarin
duyusal ozelliklerini olumsuz etkilemedigini, dondurmalarin fiziksel 6zelliklerini
iyilestirdigini ve dondurma {iiretiminde %50’ ye kadar seker otu kullaniminin miimkiin
olabilecegini bildirmislerdir.

Shen ve ark. (2015), arastirmalarinda pamugun kuraklik ve tuz toleransini arttirmak
icin, Arabidopsis vacuolar Na*/ H" antiporter genini ifade eden transgenik pamuk bitkileri
tretilmistir. AVP1/ AtNHX1 birlikte, asir1 ifade eden bitkilerin boyu, koza sayist ve lif
verimi, salin ve kuraklik kosullar1 altinda AVP1- agir1 ifade eden, AINHX1- agir1 ifade eden,
transgenik olmayan ve yabani tip bitkilerden daha yiiksek oldugu gorilmiistir. AVP1/
AtNHX1 ile birlikte asir1 eksprese eden pamuk bitkileri, diisiik sulama kosullarinda % 24
daha yiiksek elyaf verimi ve kuru olan kosullarinda, tarladaki yabani tip pamuk ile
karsilagtirildiginda % 35 daha yiiksek elyaf verimi iirettigi tespit edilmistir.

Ugar ve ark. (2015), yaptiklar1 ¢calismada S. rebaudiana’ ya uygulanan farkli azot
dozlarinin (0,50, 100, 150 ve 200 N kg ha '1) makro/ mikro besin igerigi, kuru madde oram
ve yapraklardaki klorofil miktarin1 arastirmiglardir. Bitkilerin c¢iceklenme baglangici,
klorofil miktarlari, klorofil metre yardimiyla her yapraktan {i¢ okuma ile belirlenmistir.
Hasat sonras1t makro ve mikro besin elementleri incelenmistir. Sonug¢ olarak, en yliksek
klorofil miktar1 200 kg ha 1 azot uygulamasi altinda belirlenmistir. En diisiik klorofil ve
azot miktar1 kontrol grubunda tespit edilmistir. Ayn1 zamanda bitki yaprak klorofil igerigi
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ile azot miktar1 arasinda korelasyon belirlenmistir. Artan yesil kisim ile klorofil miktarinda
dogrusal bir artig gozlemlenmistir.

Zaman ve Chowdhvy (2015) yaptiklar1 ¢alismada seker otu bitkisinin Banglades’ in
kiregli olmayan ve asit topraklarinda daha 1iyi yetistirdiklerini rapor etmislerdir.
Yapraklardaki biyokiitle verimi kalkerli olmayan topraklarda % 90,11 olarak
belirlenmistir. Bitki boyu, dal ve yaprak sayisi, yaprak alani, kuru agirlign gibi
parametrelerin en diisiik degerlerini asit topraklarda yetisen bitki 6rneklerinden tespit
etmislerdir.

Bharti ve ark. (2016) yaptiklar1 ¢alismada, bugday bitkileri lizerinde PGPR (Plant
growth promoting rhizobacteria) asilanmis bitkilerle, asilanmamis kontrol bitkilerine
kiyasla tuz stresi kaynakli bir gen olan TaST’ in gelismis ifadesi gézlemlenmistir. SOS
yolu ile ilgili genlerin ekspresyonu (SOS1 ve SOS4) PGPR uygulanmis bugday filizlerinde
ve kok sistemlerinde modiile edilmistir. Calismanin sonucunda, gen ekspresyonu ve PGPR
astlanmis bugday bitkilerinde daha yiliksek prolin igerigi, tuzluluk stresine toleransin
artmasina katkida bulundugu gézlemlenmistir.

Gedik ve Tans1 (2016) Cukurova bolgesinde seker otu ile ilgili yetistirme ¢alismalari
yapmis Ve seker otu ile ilgili gesitli parametreleri arastirmiglardir. Arastirmada, 2015 ve
2016 yillarina ait 3 ve 4 yasindaki bitkilerde 30 x 60, 45 x 60, 60 x 60 cm dikim
sikhigindan pozitif veriler elde etmislerdir. En yiiksek yaprak verimi ( 268 kg da ™) 3. yilda
45 x 60 cm dikim sikligindan elde edilmistir.

Wei ve ark. (2016), calismalarinda abiyotik stres altindaki bitkilerde prolin
birikimlerinin stres toleransina olan etkilerini arastirmiglardir. Bu amagla LrP5CS1,
LrP5CS2 ve LrP5CS3 igeren ii¢ P5CS geni Lilium regale den izole edilmistir. P5CS
genlerinin ekspresyonu transgenik Arabidopsis iizerinde ozmotik, kuraklik ve tuz toleransi
olusturmustur. Tuz stresi altinda, LrP5CS2 hatlart digerlerinden daha az prolin
biriktirmistir. LrP5CS1 hatlarinin kokleri, kok uzamasinda daha iyi yanit vermistir ve
LrP5CS3 hatlarinin kokleri ozmotik stres kosullari altinda digerlerinden daha iyi uzama
gOstermistir. Sonuglara bakildiginda ti¢ P5CS geninin, prolin birikiminde ve abiyotik stres
toleransinda sirasiyla farkli roller oynadigini géstermistir.

Souksu (2017), yapmis oldugu caligmada seker otu bitkisinde azot uygulamalarinin
bitki besin elementi ve verim degerlerine olan etkilerini incelemistir. Calisma sonucunda
bitki gelisimi bakimindan degisiklik gosteren azot dozlarinin bitki agirligi agisindan etkisi

oldugu, bitkinin toprak iistii kisitmlarinda azot dozlar arttikca istatistiki olarak arttis oldugu

13



tespit edilmistir. Azot dozu olarak 16 kg da’ ise seker otu bitkisinin yetistiriciligi
yoniinden uygun miktar oldugu belirlenmistir.

Tans1 ve ark. (2017), arastirmalarinda seker otu bitkisinde farkli bitki yogunlugunun
ve ontogenetik varyabilitenin bitki boyu, dal sayisi, taze ve kuru yaprak, taze ve kuru herba
verimine olan etkileri incelenerek Cukurova kosullarindaki performansini incelenmistir. En
yiiksek kuru yaprak verimi, ¢igeklenme oncesi denemenin 2. yilinda (300 kg/da) ve 30 x 60
cm bitki yogunlugundan elde edilmistir.

Aslan (2018), yapmis oldugu ¢alismada seker otu bitkisinin farkli sulama formlar
altinda bitki gelisimi, bitki verimi, su tliketimi, kalite parametrelerinin tespiti ve
spektroradyometrik yansima verilerinin sulama tekniginde kullanabilirligini arastirmay1
amaglamistir. Arastirmada 6 sulama rejimi (1120, 1100, 180, 160, 140,120) ve 2 azot
fertigasyon (kontrol-sifir azot-NO ve 6nerilen azot- 10 kg/da-NI) seviyesi kullanilmistir. En
yiiksek verimi 1120’ den elde edilmistir. Bununla beraber, damla sulama teknigi ile
yetistirilen seker otu bitkisinde spektroradyometrik dl¢limlerden elde edilen verilere gore
bitki gelisimi ve bitkinin su tiiketimi arasindaki iliski degerlendirilmistir. Sonuglar, bitki
gelisimi ve verim parametreleri iizerinde etkili oldugu tespit edilmistir.

Abdulameer ve ark. (2018), seker otu (Stevia rebaudiana) genotiplerinde farkli giin
uzunluklarinin etkisini arastirmislardir. Sekiz seker otu genotipini 12 saat giin 15181 ve 14
saatten fazla simiile edilmis giin 15181 altinda biiyiitmiisler ve bazi agronomik 6zelliklerini
arastirmiglardir. Calismanin sonucunda, S. rebaudiana’ nin agronomik performansi, kisa
giin uzunlugu (< 12 saat) ortamina kiyasla uzun giin boyu (> 14 saat) ortaminda énemli
derecede fazla oldugu tespit edilmistir. Giines 15181 altindaki seker otu bitkileri yedi hafta
sonra ¢icek agmaya baslarken, simiile edilmis 1s1k altindaki seker otu bitkilerinin ¢igek
agmadigl gozlemlenmistir.

Mahdi ve ark. (2018), yapmis olduklar ¢alismada farkli kolhisin konsantrasyonlari
(% 0,25, % 0,50, % 0,75, % 1,0, % 1,5, % 2,5) kullanilarak seker otu (Stevia rebaudiana
Bertoni) bitkisinde (2n=22) poliploidi indiiklemistir. Bitki boyu, yaprak uzunlugu ve
genisligi, birim alandaki stoma sayisi ile bitki basina ¢iceklenme sayis1 gibi morfolojik
Olctimler incelenmistir. Sonucunda, yapraklardaki Stevioside yiizdesinin tetraploid
bitkilerde daha fazla oldugu belirtilmistir

Yiiksel (2019), calismasinda seker otu bitkisinin ekstratindan yararlanilarak kek ve
kurabiyelerde enerji konsantrasyonunun diisiiriilmesini amaglamistir. Arastirmada seker
otunun yaprak tozu (SYT) veya % 90 bugday nisastas1 seker ekstrat1 olarak kullanilmigtir.
Uretilen kek ve kurabiyelerde yapisal, fiziksel ve duyusal analizler yapilmistir. % 0, % 25,
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% 50, % 75 ve % 100 oraninda seker azaltilmis ve yerine seker otu {irlinliyle birlikte diger
ilave maddelerde kullanilmistir. Sonucglar hem kek hem kurabiyelerde enerji degerinde

diisiis oldugunu gostermistir.
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BOLUM 3
MATERYAL VE YONTEM

Arazi calismalar1 Canakkale Onsekiz Mart Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Dardanos
Arastirma ve Uygulama Istasyonunda yapilmistir. Tezin molekiiler ¢calismalar: ise Ziraat
Fakiiltesi Tarimsal Biyoteknoloji Bolimii, Bitki Molekiiler Genetik ve Biyoteknoloji
laboratuvarinda yiiriitilmistiir. Genotiplerin akim sitometri analizleri ise Namik Kemal
Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Tarla Bitkileri Boliimii, Bitki Genetigi ve Sitogenetigi

laboratuarinda yapilmuistir.

3.1. Materyal

Aragtirmada bitki materyali olarak kullanilan seker otu (Stevia rebaudiana) fideleri
Yalova Atatiirk Bahge Kiiltiirleri Merkez Arastirma Enstitiisii’ nden temin edilmistir (Sekil
3.1). Gonderilen bitki genotiplerinin Adana, Antalya, Bilecik ve Samsun etiketli ve

kaynakl1 olduklar1 belirtilmistir. Temin edilen 3-4 yaprakli fideler metot kisminda verilen

arazi ¢aligmalar1 kisminda agiklandigi sekilde 13 Mayis 2016 tarihinde dikilmistir.

= - ; e, o < P Sagm
2O T ¥ T e v AT SRR U 1 G e A . e~ LA L e R

Sekil 3. 1. Dikimde kullanilan 3-4 yaprakli seker otu fideleri ve araziye dikilmis fideler (a)
Dikime hazir haldeki fideler, (b) araziye sasirtilmis fidelere ait 6rnek goriintii.
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3.2. Yontem

3.2.1. Arazi Cahsmalari

Arastirma Canakkale Onsekiz Mart Universitesi Ziraat Fakiiltesi Dardanos

Arastirma Ve Uygulama Istasyonunda 2016 yaz déneminde yapilmistir. Deneme alani

40°04°21°N Kuzey enlemleri ve 26°21°49°E Dogu boylamlarindadir.

3.2.1.1. Deneme Alaminin Toprak Yapisi

Arastirmanin yiriitiildiigii deneme alani topraginin bazi fiziksel ve kimyasal

ozellikleri Cizelge 3.1 de verilmistir. Denemenin yapildig: toprak tekstiird killi-tinli, hafif

alkali pH yapisina sahip (7,94) ve orta diizeyde kireclidir (%12,48). Ayrica deneme

topraklar yarayishi Fosfor (6,49 kg/da), Potasyum (71,40 kg/da) ve diisiik oranda organik

madde (% 1,9) icermektedir.

Cizelge 3. 1. Denemenin yapildig1 topragin baz fiziksel ve kimyasal 6zellikleri

Organik

Bulundugu | Derinlik isba E.C. H Kire¢ dd Fosfor | Potasyum
madde
Mevki (cm) (%) (Ms/cm) 5 (%) %) (kg/da) (kg/da)
0
64,9 0,57 7,94 | 12,48 19 6,49 71,40
Dardanos 0-20 __ i i i
Killi-Tinli | Tuzsuz | Hafif | Orta Az Yeterli Yeterli
alkali | kiregli

3.2.1.2. iklim Verileri

Denemenin yiiriitiildiigii yetistirme donemine ait meteorolojik veriler Cizelge 3.2° de

verilmisgtir.
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Cizelge 3. 2. 2016 yili ortalamalarina iligkin Canakkale iline ait bazi meteorolojik

parametreler (Canakkale Meteoroloji Miidiirliigii, Canakkale, 2016)

Aylar Sicaklik °C Vags Miktar (mim) Aylik Ort Nisbi Nem
min max ort (%)
Ocak -6,5 18,1 7,1 110,2 72,6
Subat -1,3 20,9 10,9 88,4 77,5

Mart 0,5 20,5 11,1 53,6 74

Nisan 6,6 27,6 15,6 15 67,3
Mayis 9,2 25,9 18,2 26,8 69,7
Haziran | 13,2 36,7 24,4 39,9 61,9
Temmuz | 19,1 35,1 26,9 0 54,5
Agustos 19,4 35,5 26,9 0 58,6
Eyliil 11,5 32 22,5 1,8 59,6
Ekim 6 28,1 17,1 8,6 65,5
Kasim 0,9 24,2 12,5 210,3 70,2
Aralik -2,5 15,7 51 16,3 69,1

3.2.1.3. Arazi Calismasi

Adana, Antalya, Bilecik ve Samsun menseili 3-4 gercek yaprakli gelisme

donemindeki fideler, Canakkale Onsekiz Mart Universitesi Ziraat Fakiiltesi Dardanos

Arastirma ve Uygulama Istasyonunda 3 tekerriirlii olarak tesadiif bloklar1 deneme planina

gore sira lizeri 45 cm ve sira arasi 65 cm olacak sekilde 13 Mayis 2016 tarihinde elle

dikilmistir (Sekil 3.2). Calismada parsel biyikligi 5,265 m® (1,95 x 2,7 m) olarak

hesaplanmistir. Her parselde toplam 28 bitki (7 bitki iceren 4 sira) olacak sekilde dikim

yapilmustir. Blok ve parsel aralarinda 1 m’ lik aralik birakilmistir.
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Sekil 3. 2. 13 Mayis 2016 tarihinde araziye dikimi gergeklestirilen seker otu bitkilerine ait

gorintl

3.2.1.4. Kiiltiirel Uygulamalar
3.2.1.4.1. Giibre Uygulanmasi
Arastirmada dikimden hemen sonra 17 Mayis 2016 tarihinde parsel basina % 33° likk

saf azot igeren 13,86 gr amonyum nitrat giibresi verilmistir.

3.2.1.4.2. Deneme Alaninin Sulanmasi Ve Yabanci1 Ot Miicadelesi

Dikimden sonraki asamada deneme alanina damla sulama sistemi kurulmus ve
ihtiyag duyuldukca tiim parsellere esit miktarda su verilecek sekilde sulama islemi
yapilmistir (Sekil 3.3- 3.5). Calismada yabanci ot miicadelesi el ve ¢apa ile gerektigi

zamanlarda yapilmustir.
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Sekil 3. 4. Dikimden 45 giin sonra seker otu fidelerine ait goriiniim
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Sekil 3. 5. 26 Agustos 2016 tarihinde deneme alan1 ve seker otu bitkilerinin goriiniisii (G.
Karaoglu)

3.2.2. incelenen Bitkisel Ozellikler

Olgiim ve gozlem islemleri parsel baslarindaki birer bitki ¢ikartildiktan sonra
parselin orta iki sirasinda bulunan 10 bitki arasindan tesediifen segilmis 6 bitki iizerinde
asagida aciklandigr sekilde yapilmastir.

1. Bitki boyu (cm): Toprak yilizeyinden bitkinin en u¢ noktasina kadar olan
yiikseklik cm olarak 6l¢iilmiis ve ortalamalar1 alinarak kaydedilmistir.

2. Anadal sayis1 (adet/ bitki): Bigimden 6nce bitkiler {izerinde olusmus olan dallar
sayllmis ve ortalamalar1 alinarak adet olarak bitki basina anadal sayisi belirlenmistir.

3. Yandal sayis1 (adet/ bitki) : Bi¢imden 6nce bitkiler tizerinde meydana gelen yan
dallar sayilmig ve ortalamalar1 ahnarak adet olarak bitki bagina yandal sayisi
belirlenmistir.

4. Bitki Basina Taze Yas Agirligi (g/ bitki): Bitkiler toprak yilizeyinden 5 cm
yukaridan kesilip, tartildiktan sonra, ortalamalari alinmis ve bitki basina taze yas agirhig
(g/bitki) hesaplanmistr.

5. Bitki Basina Kuru Yas Agirhg (g/ bitki): Taze yas agirhigi igin hasad edilmis olan
bitki materyali sera kosullarinda 12 giin boyunca kurutulup, hassas terazide tartilmis ve

ortalamasi alinmustir.
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3.2.3. Molekiiler Calismalar

3.2.3.1. Materyal Orneklerinin Hazirlanmasi

Deneme alaninda yetismekte olan parsel basina 3-4 seker otu bitkisine ait tesadiifen
secilen geng ve taze yapraklardan doku numuneleri alinarak kilitli posetlere konulmus ve
etiketlenmesi yapilmustir. Etiketlenen numuneler -80 °C’ de molekiiler analizler yapilana

kadar muhafaza edilmistir.

3.2.3.2. DNA izolasyonu

Deneme alaninda yetistirilmekte olan seker otu fidelerinden elde edilen, her bir
genotipe ait tesadiifen segilen 5-6 gen¢ yaprak oOrneginden DNA izolasyon islemi,
Canakkale Onsekiz Mart Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Tarimsal Biyoteknoloji B&liimii,
Bitki Molekiiler ve Biyoteknoloji laboratuarinda gergeklestirilmistir. Bitki numunelerinden
genomik DNA izolasyonu, Favorgen DNA Ekstraksiyon Kit’ i ile firmanin talimatlarina

uygun olarak yapilmistir. DNA ekstraksiyonuna ait temel adimlar Sekil 3.6’ da verilmistir.

¢ 1. Ogiitiilen bitki rnekleri
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2. Liziz

Filtrasyon

3. DNA Baglama

4. Yikama

5. Genomik DNA eldesi (Eltisyon)

Sekil 3. 6. DNA ekstraksiyonda kullanilan temel adimlar.

1. Asama (Doku Homojenizasyonu): 50 mg (100 mg' a kadar) -80 °C’ de bekletilen
dondurulmus bitki dokusu igerisinde 500 ul FAGG1 Buffer bulunan eppendorf
tiiplerin i¢ine konularak homojenizasyonu yapilmistir (Sekil 3.7).

Sekil 3. 7. Bitki doku 6rneklerinin homojenizasyonu i¢in kullanilan cihaz.
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2. Asama (Liziz ve Filtrasyon): Orneklerin oldugu tiipe 400 ul FAPG1 tampon ve 8 ul
RNase A (50 mg / ml) ilave edilmistir ve vorteksleme yapilmistir (Sekil 3.8). 65 °C'
de 10 dakika inkiibe edilmistir. Kulucka sirasinda tiip her 5 dakikada bir ters
cevrilmistir. Ayn1 zamanda, 65 °C' de gereken Elution Buffer' 1 (6rnek basina 200
ul) onceden 1sitilmigtir. 130 ul FAPG2 tampon ilave edilmis ve vorteksleme ile
karistirnlmistir. 5 dakika boyunca buzda inkiibasyona birakilmistir. 2 ml' lik bir
toplama tiipiine bir filtre siitunu yerlestirilmistir. Karisim onceki adimdan filtre
siitununa uygulandiktan sonra 3 dakika tam hizda (13.000 rpm) santrifiijlenmistir.
Filtre siitunu atilmistir ve temizlenmis stipernatam koleksiyon tiipii i¢ine dikkatlice
yeni bir mikrosantrifiij tiiptine aktarilmistir.

3. Asama (DNA baglama): Temizlenmis lizata 1,5 hacim FAPG3 tamponu (etanol
eklenir) ilave edilmistir ve hemen vortekslenerek 5 saniye karistirilmistir. Ornegin,
500 pl lizat igin 750ul FAPG3 tampon eklenmistir. 2 ml' lik bir toplama tiipiine bir
FAPG siitunu yerlestirilmisir. 2 dakika tam hizda (13.000 rpm) santrifiijlenmistir.

4. Asama (Yikama): Kolona 500 ul W1 tampon (etanol eklenir) ilave edilmistir. 750
ul yikama tamponu (etanol eklenir) siituna ilave edilmistir. 30 saniye boyunca tam
hizda (13.000 rpm) santrifiijlenmistir.

5. Asama (DNA Eliisyonu): Kurutulmus FAPG kolonunu 1,5 ml olan mikrosantrifiij
tiptine aktarilmistir. Kolon matrisinin merkezine 50-200 pl onceden 1sitilmig
elution buffer eklenmistir. Elution buffer matris tarafindan absorbe olana kadar 3
dakika bekletilmistir. Saflastirilmis DNA' y1 ¢ikarmak i¢in 2 dakika boyunca tam
hizda (13.000 rpm) santrifiijlenmistir. Standart elisyon hacmi 200ul olarak
ayarlanmstir. Elde edilen DNA” lar analiz i¢in -20° C” de saklanmistir (Sekil 3.8).
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Sekil 3. 8. Seker otu bitkisinin DNA izolasyonunda 6rneklerin vortekslenmesi (a) ve

ekstraksiyon sonrasi elde edilen genomik DNA' lara ait genel goriintii (b)

3.2.3.3. Genomik DNA’ larda Konsantrasyon Esitlenmesi

DNA konsantrasyonu gerceklestirmek icin genomik DNA’ lardan her bir genotip
icin Sul DNA ve 3 pl jel ylikleme boyasi (Bromophenol Blue) karigtirilmistir.

Elektroforez islemi igin, %2’ lik agaroz jelde 90 Voltta 30 dk kosturulmustur
(Sekil 3.9). Kosturulma islemi sonrasi goriintiileme cihazinda genomik DNA’ lar

incelenmistir (Sekil 3.9).

Sekil 3. 9. Konsantrasyon islemi i¢cin genomik DNA' larin elektroforezde kosturulmasi (a)
ve jelde 1-4 sirasiyla Adana, Antalya, Bilecik ve Samsun genotiplerine ait genomik DNA.
3.2.3.4. Arastirmada Kullanilan Gen Spesifik Markorler
Calismada kullamilan gen spesifik markorlere ait detayli bilgiler Cizelge 3.3 de
verilmistir. Calismada tuz ve kuraklik stresine yonelik toplam 8 adet DNA markori

kullanilmistir.
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Cizelge 3. 3. Arastirmada kullanilan tuz stresi ile iliskili lokus spesifik markorlerin ad1, baz

dizilimleri ve baglanma sicakliklari (Ta)

Baglanma
Genin Acik Adi Gen Forward/ Reverse primer dizisi (5°-3") sicakhigi
(Ta,”C)
Salt Overly SOS1 Forward:GCTGACTTTCCCGTATG 48
Sensitive Gene 1 Reverse: TGGCACCCAGTTCTTTC
Ses;legittiet\alglgne 5052 Forward:CCGTGGTATCTTCTGTT 48
5 Reverse:CAAGGGTTAGGTGTATT
Salt Overly 50S3 Forward: TCTGAGGCAAACAGGGTA 48
Sensitive Gene 3 Reverse:CTGGGAAATGCTAAGGTAAT
Dehydration
Responsive DREB1B Forward:GGATCCTGATCAATGAACTACATTTTC 50
Element Reverse: AGCTCCCATTCTAAAAAGGAAC
Binding factor
[?gl_tcaalrg’g;rcl’;'tge pscg | Forward: TCAGAGGACTACGTGTTGGA 55
y Reverse: ATGAGTACTAAGCAGAGAGG
synthase
Medicago MtP5CS Forward: GAGAGGGAACGGCCAAGTG 52
truncatulaP5CS Reverse: CAGATCCTTGTGTGTATA
Medicago
truncatula MtProDH Forward: CCAACGTCCACGCTGATAAGA 57
Prolin Reverse: ACAGGTCCTATAGCCGTTGCA
DeHydrogenase
Sodium proton Forward:
exchanp ors AtNHXI | CAACACCCCAAAATCCATAC 52
g Reverse: ATATCCCTTTGTTGGACCAA

3.2.3.5. PCR Amplifikasyonu

PCR amlifikasyonunda her primer i¢in optimizasyon c¢alismasi yapilmis ve optimum
Ta degeri belirlenerek asil PCR isleminde kullanilmistir (Cizelge 3. 3). PCR
amplifikasyonu i¢in 22 pl dH,0, 10 pl 5X Buffer, 3 pul 25 mM MgCly, 1 pl 10 mM dNTPs,
1 pul 10 uM Primer, 0,25 birim Taq Polimeraz ve 1 pl genomik DNA ilave edilerek
hazirlanmuistir.

PCR reaksiyonlar1 37,25 pul’ lik PCR karisimi ile Veriti Termal Cycler (Applied
Biosystem) kullanilarak gergeklestirilmistir (Sekil 3.10) (Cil ve Tiryaki, 2016). PCR
dongiisii 6n ve asil dongii olarak iki asamada olmustur On dongii icin 94 °C’ de 4 dakika
denatiirasyon, 35 °C’de 0.45 dakika baglanma, 72 °C’de 0.50 dakika uzama olacak sekilde
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5 dongii, asil dongii olarak ise 95 °C’ de 0.45 dakika denatiirasyon, Cizelge 3.3” de verilen
primer baglanma sicakliklarinda 1 dakika baglanma ve 72 °C’de 1.10 dakika uzama olacak
sekilde toplam 35 dongii kullanilmistir. PCR islemi 72 °C’de 3 dakika ile sonlandirilmistir.

PCR firtinleri 1pl EthBr igeren, 1x TBE soliisyonundan hazirlanan %2’ lik agaroz
jele yiiklenmis (Sekil 3.12) ve devaminda 70 Volt sabit akimda 1 saat siire ile

kosturulmustur (Sekil 3.12).

Sekil 3. 10. Calismada kullanilan Veriti (applied Biosystem) Termal Cycler ve PCR

dongiileri
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Sekil 3. 12. PCR iiriinlerinin jele yiiklenmesi ve elektroforezi (a) PCR iirlinlerinin %2’ lik
jele yiiklenmesine ait goriintii, (b) Elektroforezde kullanilan gii¢ kaynagi ve sabit akima ait
(70 volt) goriintii.

Jel goriintiileri UV altinda goriintiilenerek kaydedilmis ve agarose jeldeki DNA
bantlar1 var (1) ve yok (0) seklinde skorlanmistir. Benzerlik matriksi DICE gore NTSY Spc
paket programi kullanilarak (Versiyon 2,1) olusturulmus ve devaminda UPGMA
(Unweighted Pair-Group Method using Arithmetic average ) yontemine gore kiimeleme

analizi gerceklestirilmistir (Cil ve Tiryaki, 2016).
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counts

Calismada yer alan her bir lokus spesifik markore iliskin polimorfizm bilgi icerigi
(PIC, Polymorphism Information Content) asagida gosterilen formiile dayanarak

hesaplanmistir (Botstein ve ark. 1980).

n
PIC=1- Z Pij?
j=1

PIC= polifmorfizm Dilgi 1GeriZi.....c.cccuevieieiieiieciieieeeceee e 3.1
Pij= 1’nin allelin frekansi,

n= allel sayisinin toplamu.

3.2.4. Akim Sitometri Analizi

Bitkinin ¢ekirdek DNA igerigi belirlenmesi i¢in, analizi yapilmak istenen bitkinin
DNA igerigi, DNA igerigi onceden bilinen standart ile kiyaslanmaktadir (Tuna, 2016). Bu
nedenle yapilan 6n denemeler ile seker otu bitkisi i¢in en iyi standart bitki olarak domates
bitkisi belirlenmis ve ¢alismada bu bitki standart olarak kullanilmistir (Sekil 3.13). Analiz

Sysmex Partec model Akim Sitometri cihazi ile yapilmistir.

100

Peak Index Mean Area Area% CV% ChiSqu.
1 1000 6570 256 1481 3146 016
2 1744 114.55 544 3143 423 016
3 2008  137.86 747 4313 373 018
4 3517 TT 184 1083 361 016
80 -
Ornegin G1
pik degeri
50 -
Domates standartin
G1 piki
40 -
> | Stevia rebaudiana nin
G1 piki
20 -
0 200 400 800 800 1000

FL2 532-30

Sekil 3. 13. Stevia rebaudiana' nin akim analizinde kullanilacak standartin belirlenmesi

sirasinda domates ve seker otu bitkilerine ait histogram goriintiisii.
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Domates standart ve S. rebaudiana bitkilerine ait yaprak dokularinin karistirillmasiyla
hazirlanmig olan 6rnegin akim sitometri ile analizi sonucu bitkilere ait (domates ve seker
otu) G1 piklerinin bir birlerine gore pozisyonlar1 Sekil 3.13° te gosterilmistir.

Akim sitometri analizleri Namik Kemal Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Tarla
Bitkileri Boliimiinde Bitki Genetigi ve Sitogenetigi Laboratuarinda yapilmistir. Yaprak
dokular1 kilitli naylon posetlerde buz kaplarinin bulundugu bir kutu igerisinde
nakledilmistir. Analizler 9-10 Eylil 2017 tarihlerinde asagida agiklandigr sekilde
yapilmistir.

Doku 6rneklerinin Akim Sitometri Analizi i¢in hazirlanmasi:

1. Solusyonlarin Hazirlanmasi: izolasyon bufferi, boyama soliisyonu, propidium
iodide ve RNAse, kitin igerisinde bulunmaktadir. Boyama soliisyonu her 6rnek
icin; 2 ml boyama soliisyonu, 6 pul RNAse ve 12 pl PI kanstirilarak
kullanilmadan hemen 6nce hazirlanmistir.

2. Omegin Hazirlanmasi: Seker otu ve domates (standart) bitkilerine ait taze
yaprak orneklerinden sirasiyla yaklasik 40 ve 20 mg yaprak dokusu alinmis ve
petri kabina konulmustur (Sekil 3.14a). Uzerine 500 pl izolasyon buffer
eklenilmistir (Sekil 3.14b).

Yaprak dokusu jilet yardimiyla yaklasik 1 dakika boyunca kii¢iik parcalara
ayrilincaya kadar parcalanmistir. Ornekler petri kabinda buffer ile 10-15 saniye
boyunca calkalanarak muamele edilmistir. Calkandiktan sonra 30-90 saniye
kadar petri kabinda drnekler bekletilmis ve Partec marka 50 ul Cell Trics filtre
ile siiziilerek tiipe aktarilmistir (Sekil 3.14c). Daha 6nce hazirlanmis 2 ml boya
soliisyonu tiip igersine ilave edildikten sonra 6rnekler 1s1ksiz bir ortamda 30-60
dakika siire ile inkiibe edilmistir. Siire tamamlandiktan sonra ornekler Akim

Sitometri cihaziyla analiz edilmistir (Sekil 3.14d).
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Sekil 3. 14. Akim sitometri analizi i¢in doku 6rneklerinin hazirlanmasi (a) Standart bitki
(S.lycopersicum) ve seker otu bitkisi (S. rebaudiana), (b) Orneklerin izolasyon buffer ile
muamelesi , (c) Orneklerin Cell Trics filtre ile siiziilerek tiip icerisine aktarilmas1 (d) Tiipe

aktarilan 6rneklerin inkubasyon sonrasi akim sitometri cihazina yerlestirilmesi.

Orneklerin hazirlanmas1 igin takip edilen protokol sonucunda, bitki dokularini
olusturan hiicreler fiziki olarak birbirinden ayrilmis ve cekirdek hiicrenin geri kalan

kisimlarindan ayrilmistir. Serbest hale gelen hiicre ¢ekirdek zarinda, Buffer igerisinde yer
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alan kimyasal maddeler araciligiyla delikler olugsmustur. Propidium iodide, bu deliklerden
¢ekirdek igerisine girerek niikleik asitlere baglanmistir. PI (Propidium iodide) miktar1 ile
cekirdekteki DNA miktar1 birbiriyle orantili oldugundan analiz sirasinda orneklerin lazer
15181 6niinden gegerken sahip olduklar1 PI miktari ile dogru orantili olacak sekilde floresan
1stma yapmaktadirlar. Yayilma igslemindeki florasanlar, ¢esitli islemlerden gectikten sonra
digital degerlere (sayilara) doniismekte ve bilgisayar ekraninda histogram olarak
verilmektedir (Tuna, 2016). Cekirdek DNA miktar1 asagida verilen formil ile
hesaplanmistir (Tuna, 2016). Analiz ve hesaplamalar 3 biyolojik tekrarin ortalamasi
aliarak gerceklestirilmistir.

Ornege ait G1 pikinin degeri

Cekirdek DNA igerigi (pg) =

Standart G1 pikinin degeri x Standardin DNA icerigi (pg) (3-2)
3.2.5. Verilerin Istatiksel Analizi
Elde edilen verilerden bitki boyu, anadal sayisi, yandal sayisi, kuru agirlik ve yas
agirlik ile c¢ekirdek DNA igerikleri i¢in Vvaryans analizi SAS paket programindan
yararlanilarak (SAS, 1997) 3 tekerriirlii olacak sekilde tesadiif bloklari deneme planina
gore yapilmistir. Genotipler arasindaki farkliliklari belirlemek amaciyla Fisher’ m en

kiigiik 6nemli fark (LSD) testi %5 seviyesinde analiz edilmistir.
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BOLUM 4
ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1. Arazi Denemeleri

Canakkale kosullarinda 2016 yilinda yiiriitiilen bu ¢alisma ile 4 farkli ilden temin
edilmis seker otu bitkilerinde; bitki boyu, anadal sayisi, yandal sayisi, kuru agirlik, yas
agirlik gibi morfolojik 6zellikler incelenmistir.

Incelenen &zelliklere iliskin verilerin istatistik analizi ile olusan varyans analiz

tablolari ile goklu karsilastirma sonuglar1 asagida sunulmustur.

4.1.1 Bitki Boyu (cm)
Bitki boyuna iliskin varyans analiz sonuglar1 Cizelge 4.1’ de, ¢oklu karsilastirma
testi sonuglar1 ise Cizelge 4.2° de sunulmustur. Sonuglar, bitki boyu agisindan genotipler

arasinda istatistiksel olarak 6nemli farkliliklar oldugunu (P < 0,0097) gostermistir (Cizelge
4.2).

Cizelge 4. 1. Seker otu bitkisinde bitki boyu degerlerine iliskin varyans analiz sonuglari

Serbestlik Kareler
Kaynaklar ] P degerleri
dereceleri ortalamasi
Genel 11
Blok 2 17,57 0,2325
Genotip 3 92,72 0,0097
Hata 6 9,35
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Cizelge 4. 2. Bitki boyu, anadal sayisi, yandal sayisi, yas agirhk ve kuru agirhik

bakimindan genotiplere ait LSD sonuglari

Bitki Boyu Anadal Yandal Yas Agirhik Kuru

Genotip (cm) Sayisi Sayisi (g/bitki) Agirhk

(adet/bitki) | (adet/bitki) (g/bitki)
ADANA 61,87 " 1,06 ° 18,89 168,10 © 51,43
ANTALYA 59,06 " 1,00° 14,78 24570 ° 64,27
BILECIK 71,44 ° 1,61% 14,00 329,502 92,94
SAMSUN 60,78 " 1,11° 14,89 219,40 ® 64,3
P 0,0097 0,0007 0,0796 0,0082 0,0173

*Her Ozellikte farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki farklar

P<0,05 seviyesinde 6nemlidir

Hasat sonrasi bitki boyu incelendiginde genotiplere ait bitki boyunun 59,1 cm ile
71,4 cm arasinda degistigi, tiim genotiplere ait bitki boyu ortalamasinin ise 62,2 cm oldugu
tespit edilmistir (Cizelge 4.2.). En yiiksek bitki boyu 71,4 cm ile Bilecik genotipinden en
kisa bitki boyu ise 59,1 cm ile Antalya genotipinden elde edilmistir. Gedik ve Tansi
(2016), Cukurova bolgesinde yapmis olduklari ¢alismada 3 ve 4 yasindaki seker otu
bitkilerinde bitki boyunu 90,3 cm olarak rapor etmistir. Shyu ve ark. (1994) 3 farkli hasat
zamanmin (Mayis, Temmuz, Eyliil) seker otu bitkisinin boyunu o6nemli derecede
etkiledigini, ekimden ge¢en zamana bagli olarak artan gilin sayisina paralel olarak bitki
boyununda arttacagini belirtmislerdir. Bu durum calismamizda elde edilen bitki boyu ile

literatiirde belirtilen bitki boylar1 arasindaki farkliliklarin asil nedeninin bitki yas1 ve

bitkilerin yetistirildikleri farkli ekolojilerden kaynaklandigina isaret etmektedir.

4.1.2. Anadal Sayisi1 (adet/bitki)

Anadal sayisina iligkin varyans analiz sonuglar1 Cizelge 4.3’ de, ¢oklu karsilagtirma
verileri ise Cizelge 4.2’ de sunulmustur.

Sonuglar, anadal sayis1 bakimindan genotipler arasinda istatistiksel olarak 6nemli

farkliliklar oldugunu (P<0,007) géstermistir (Cizelge 4.3).
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Cizelge 4. 3. Seker otu bitkisinde anadal sayis1 degerlerine iliskin varyans analiz verileri

Kaynaklar Serbestllk Kareler P degerleri
dereceleri ortalamasi
Genel 11
Blok 2 0,0024 0,7703
Genotip 3 0,2388 0,0007
Hata 6 0,0088

Genotiplere ait ortalama anadal sayis1 1,19 adet olarak tespit edilmistir (Cizelge
4.2). En yiiksek anadal sayisi 1,61 adet ile Bilecik genotipinden elde edilmistir. En diisiik
anadal sayist ise 1,00 adet ile Antalya genotipinden elde edilmistir. S6zmen (2015) nin
arastirma bulgularinda seker otu bitkisine ait ortalama anadal sayisinin 1. yil verilerinde en
yiiksek 3 adet oldugunu rapor etmistir. Sonuglar karsilagtirildiginda S6zmen (2015)” in
calismasina gore ¢alismamizda bitki basina ortalama anadal sayisinin daha az oldugu
goriilmustir. Birgok bitkide ana dal sayisinin olusmasinda bitki genotipi, bitkilerin
yetistirildigi toprak ve iklim sartlari ile yetistiricilik sirasinda yapilan kiiltiirel uygulamalar
gosterilebilir. Ana dal sayisinin olugsmasinda etken olan diger 6nemli bir faktor ise ekim ya

da dikim sikliginin belirlenmesinde kullanilan sira arasi ve sira iizeri mesafelerdir.

4.1.3. Yandal Sayis1 (adet/bitki)
Yandal sayisina ait varyans analiz sonuglar1 Cizelge 4.4’ de, ¢oklu karsilagtirma

sonuglari ise gizelge 4.2° de sunulmustur. Sonuglar, yandal sayis1 bakimindan genotipler

arasindaki fark 6nemli (P<0,0796) bulunmamstir (Cizelge 4.4).

Cizelge 4. 4. Seker otu bitkisinde yandal sayist degerlerine iliskin varyans analiz sonuglari

Serbestlik Kareler o .
Kaynaklar dereceleri ortalamasi P degerleri
Genel 11
Blok 2 4,00 0,4132
Genotip 3 14,55 0,0796
Hata 16 3,89

Hasat sonrasi yandal sayisi incelendiginde orneklere ait genel ortalama yan dal
sayist 15,63 adet/bitki olarak tespit edilmistir. En yiiksek yandal sayis1 18,89 ile Adana
genotipinden en diisiik yandal sayisi ise 14,00 ile Bilecik genotipinden elde edilmistir.
Karaman (2017) Ege bolgesi Bornova kosullarinda, farkli lokasyonlardan topladigi seker
otu bitkilerinde yapmis oldugu calismada en fazla yan dal sayisim1 32 adet olarak
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Burhaniye/Balikkesir lokasyonundan elde etmistir. Calismamizda bitki basina elde edilen
yan dal sayis1 Karaman (2017)’e gore oldukga diisiiktiir. Bu durumun ana dal sayisinin
olusmasina etki eden genetik, cevre, toprak, yetistirilme sartlar1 ile dikim siklifindan

kaynaklandig diisiiniilmektedir.

4.1.4. Yas Agirhik (g/bitki)

Yas agirliklara ait varyans analiz sonuglari Cizelge 4.5 de, ¢oklu karsilastirma testi
sonuglart ise Cizelge 4.2° de sunulmustur. Sonuglar, yas agirlik bakimindan genotipler
arasinda istatistiksel bakimindan onemli farkliliklar oldugu (P< 0,0082) goriilmiistiir

(Cizelge 4.5).

Cizelge 4. 5. Seker otu bitkisinde yas agirlik degerlerine iliskin varyans analiz sonuglari

Serbestlik Kareler
Kaynaklar ] P degerleri
dereceleri ortalamasi
Genel 11
Blok 2 8522,34 0,0302
Genotip 3 13642,09 0,0082
Hata 6 1284,19

Hasat sonrasi yas agirlik incelendiginde 6rneklere ait genel ortalama 240,68 g/bitki
bulunmustur. En yiiksek yas agirlik 329,50 g/bitki ile Bilecik genotipinden elde edilmistir.
En diisiik yas agirlik ise 168,10 g/bitki ile Adana genotipinden elde edilmistir.

Karaman (2017) yapmis oldugu ¢aligmada, seker otu bitkileri arasinda bitki basina
diisen yas agirligi bakimindan en fazla yas agirlik ortalamasini, Balikesir/Burhaniye
lokasyonundan 297,6 g/bitki olarak elde etmistir. Bu lokasyonu Izmir/Baymdir 281,6
g/bitki ve Bursa/Giirsu 238 g/bitki takip ederek yapilan bu ¢alismaya benzer sonuglar elde
etmistir.

Samadpourrigani (2014), Cukurova bolgesinde yapmis oldugu arastirmasinda ise
seker otu bitkisinde en yiiksek bitki basina diisen yas agirhigini 204 g/bitki olarak elde
etmistir. Bu ¢alismada bitki basina elde edilen ortalama yas ot agirlig: literatiirde bildirilen
ortalama degerlere yakin oldugu goriilmektedir. Ancak Bilecik genotipi ortalamdan

belirgin sekilde daha yiiksek yas ot degerine sahip oldugu tespit edilmistir.
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4.1.5. Kuru Agirhik (g/bitki)
Kuru agirliga ait varyans analiz verileri Cizelge 4.6 da, ¢oklu karsilastirma verileri

ise Cizelge 4.2° de sunulmustur. Sonuglar, kuru agirlik bakimindan genotipler arasindaki

fark 6nemli (P<0,0173) bulunmamistir (Cizelge 4.6).

Cizelge 4. 6. Seker otu bitkisinde kuru agirlik degerlerine iliskin varyans analiz verileri

Serbestlik Kareler
Kaynaklar ) P degerleri
dereceleri ortalamasi
Genel 11
Blok 2 584,35 0,0547
Genotip 3 924,22 0,0173
Hata 6 119,18

Hasat sonrasi kuru agirlik incelendiginde 6rneklere ait genel ortalama 68,23 g/bitki
iken, en yiiksek kuru agirlik 92,94 g/bitki ile Bilecik genotipinden elde edilmistir. En
diisiik kuru agirlik ise 51,43 g/bitki ile Adana genotipinde tartilmistir. Samadpourrigani
(2014) ise seker otu bitkisinde 45x60 ekim sikliginda kuru herba agirligint bulgularimiza
benzer olarak 58,20 g/bitki elde ettiklerini bildirmislerdir.

4.2. Molekiiler Analiz Sonuglari

4.2.1. Lokus Spesifik DNA Markoér Analiz Sonuglar:

Molekiiler markorler, bitki genotiplerinin belirlemesi ve genomlar arasindaki
farkliliklarin kisa stirede tespit edilmesinde biiyiik bir kolaylik ve avantaj saglamaktadir.

Calismada tuz stresi ile iliskili lokus spesifik 8 adet DNA markoérii ilk defa seker otu
bitkisinde test edilmistir (Cizelge 4.7). Bu markorlerden SOS3 ve DREB1B herhangi bir
emplikon {iretmemistir. Kalan 6 markér ise PCR iiriinii olusturmustur. ilgili markérlere ait

jel goriintiileri Sekil 4.1- 4.2 de verilmistir.
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Sekil 4. 1. Calismada kullanilan lokus spesifik SOS1 ve SOS2 DNA markérlerine ait jel
gortintiisti: 1- Adana, 2- Samsun, 3- Antalya, 4- Bilecik.

MIP5CS AtNHX1 MtProDH Mt-Actin

Sekil 4. 2. Calismada kullanilan lokus spesifik MtP5CS, AtNHX1, MtProDH, Mt-Actin
DNA markérlerine ait jel gortintiisii: 1- Adana, 2- Samsun, 3- Antalya, 4- Bilecik.

Emplifiye olan amplikonlarin skorlanmasi sonucunda yapilan analiz sonuglar1 6 adet
markoriin toplam 23 bant drettigini ve bunlarin 17 tanesinin polimorfik oldugunu
gostermistir. Markor basina ortalama 3,8 bantin iiretildigi ve bunlarin 2,8’ nin polimorfik
oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.7). Lokus spesifik markorlerden SOS2 ve AtNHX1
markorler1 5 bant ile en ¢ok bant iireten markor olurken MtP5CS genine ait markor toplam

3 bant ile en az bant iireten markor olmustur.
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Cizelge 4. 7. Tuz stresi ile iligkili lokus DNA markorlerin adi, elde edilen amplifiye bant

sayis1, polimorfizm oranlar1 (%) ve PIC degerleri

Markor Amplifiye edilen Polimorfik bant ~ Polymorfizm PIC
isimleri bant sayisi saylisl Orani (%) degeri
SOS1 4 3 75 0,37
SOS 2 5 3 60 0,25
AtNHX1 5 3 60 0, 56
MtProDH 2 50 0,25
MtP5CS 3 3 100 0,12
MtActin 4 4 100 0, 56
Toplam bant sayisi 23 17

Ortalama bant sayis1 3,8 2,8 74,16 0,35

DICE’ a gore olusturulan benzerlik matriksi kullanilarak UPGMA yodntemine gore

\Adana
Bilecik — I I

Antalya

olusturulan genetik uzaklik dendrogram Sekil 4.3 *de verilmistir.

Samsun - I

r T T T 1
0.53 0.60 0.66 0.72 0.79
Coefficient

Sekil 4. 3. UPGMA yontemine gore olusturulan genetik uzaklik dendrogram.

UPMGA yontemine gore yapilan analizde genotipler iki ana grup (I ve II)
olusturmustur (Sekil 4.3).

Samsun genotipi diger 3 genotipten ayrilarak tek basina grup I olusturmustur. Buna
karsin II grupta Antalya genotipi diger iki genotipten ayrilarak alt grup olusturmustur.
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Adana ve Bilecik genotipleri genetik olarak birbirine en yakin iki genotip olarak
tespit edilmistir.

Bu sonuclar ¢esit bazinda tanimlanmamis ancak piyasada var olan seker otu
genotiplerinin temin edildigi arastirma kuruluglar arasinda farkli amaglarla paylasimlarin
yapildigini bu nedenle Adana ve Bilecik seker otu genotiplerinin ayn1 genetik tabana sahip
olduguna isaret etmektedir. Diger taraftan aym1 genotiplere ait bitkisel veriler
incelendiginde (Cizelge 4.2.) iki genotipin incelenen Ozellikler bakimindan ©Onemli
farkliliklara sahip oldugu goriilmektedir. Bu durum tek yillik tarla verilerinin tekrar
edilmesi gerektigine isaret etmektedir.

Dendrogram sonuglart ayni zamanda genetik varyasyonun olusturulmasi i¢in Samsun
genotipi ile diger genotipler arasinda yapilacak melezleme c¢aligmalarinin yerinde

olacagina isaret etmektedir.
4.3. Akim Sitometri Analiz Sonuclari
Akim Sitometri analizi ile elde edilen ¢ekirdek DNA igerigine ait varyans analiz

verileri Cizelge 4.8 de verilmistir.

Cizelge 4. 8. Tablo 1 Seker otu bitkisinde ¢ekirdek DNA igerik degerlerine iliskin varyans

verileri.
Kaynaklar Serbestlik Derecesi | Kareler Ortalamasi P Degerleri
Genel 11
Blok 2 0,0091 0,2910
Genotip 3 0,0142 0,1697
Hata 6 0,0060

Varyans analiz verileri (Cizelge 4.8) seker otu genotiplerine ait ¢ekirdek DNA

miktarlari arasinda istatiksel agidan 6nemli bir farkin olmadigini géstermistir (P < 0,1697).
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Cizelge 4.9. Calismada kullanilan genotiplere ait ¢ekirdek DNA miktarlari.

Genotip c¢DNA miktari (pg)
Adana 1,67
Antalya 1,66
Bilecik 1,64
Samsun 1,52
Ortalama (n=3) 1,62

PR

Genotiplere ait ¢cekirdek DNA miktarlarinin 1,52 pg ile 1,67 pg arasindaki degistigi,
ortalama 1,62 pg oldugu tespit edilmistir (Cizelge 4.9). Cekirdek DNA igerik sonuglar
genetik iligki verilerini destekler nitelikte olup genotiplerin ayn1 ya da benzer genetik arka
plandan geldiklerine isaret etmektedir. Ozellikle yabanci tozlanan bitkilerde evrimsel
stirece bagli olarak daha kisa siirede olusabilecek DNA eksilme ve ilaveleri
(deletion/insertion) arttirabilecegi bu durumun g¢alismada kullanilan genotipler iginde

gecerli olabilmesi diisiiniilmektedir.
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BOLUM 5
SONUCLAR VE ONERILER

Bu calisma, Adana, Antalya, Bilecik, Samsun kokenli seker otu genotiplerinin
Canakkale kosullarinda bazi bitkisel parametreleri ve genotipler arasindaki farkliliklar
belirlemek ve ilerde seker otuyla ilgili yapilacak molekiiler analiz ¢aligsmalarina yardimci
olmak amaciyla yapilan ilk ¢alismadir.

Seker otu genotiplerinin genetik olarak ¢esitliligini belirlemek amaciyla bitki boyu,
anadal sayisi, yandal sayisi, yas agirlik ve kuru agirlik olmak {izere toplamda 5 bitkisel
parametre incelenmistir. Sonuglar, Fisher’ i en kii¢lik 6nemli fark (LSD) testine gore % 5
seviyesinde analiz edilmistir. Buna gore bitki boyu (P<0,0097)), anadal sayis1 (P<0,0007)
ve yas agirhik (P<0,0082) bakimindan genotipler arasinda fark onemli iken, yandal
(P<0,0796) ve kuru agirlik bakimindan (P<0,0173) genotipler arasinda fark Onemli

bulunmamustir.

Molekiiler tanimlanmasi ve genotipler arasi farkliligi belirlemek ic¢in kullanilan 8
adet tuz stresine ait lokus spesifik DNA belirteci, toplam 23 bant iiretmis olup bunlarin 17’
sinin polimorfik oldugu tespit edilmistir. Markorlere ait ortalama polimorfizm oran1 %
74,16 olarak belirlenmistir. Markor basina ortalama 3,8 adet bant iiretmis olup, polimorfik
bant sayist 2,8 adet olarak hesaplanmistir. Markorlere ait ortalama polimorfizm bilgi
icerigi (PIC) 0,35 olarak tespit edilmistir. En diisiik PIC degeri 0,12 ile P5CS, en yiiksek
PIC degeri ise 0,56 ile AtNHX1 ve MtActin markorinde hesaplanmistir. Sonuglar tuz
stresine iliskin lokus spesifik DNA markorlerinin seker otu bitkisinde genetik iliskinin

belirlenmesinde basarili bir sekilde kullanilabilecegini gostermistir.

UPMGA yontemine gore yapilan dendrogramda genotipler iki ana grup (1 ve 1)
olusturmustur (Sekil 4..3). Samsun genotipi diger 3 genotipten ayrilarak tek basina grup I
olusturmustur. Buna karsin Il grupta Antalya genotipi diger iki genotipten ayrilarak alt
grup olusturmustur. Adana ve Bilecik genotipleri genetik olarak birbirine en yakin iki

genotip olarak tespit edilmistir.

Dendogram sonuglar1 genetik varyasyonun olusturulmasi i¢in Samsun genotipi ile
diger genotipler arasinda yapilacak melezleme calismalarinin basarili sonuglar verecegini

gostermistir.
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Akim sitometri ile elde edilen ¢ekirdek DNA analiz verilerine gore, seker otuna ait
ortalama 2C ¢ekirdek DNA miktarinin 1,62 pg oldugu belirlenmistir. En diisiik 2C
cekirdek DNA miktarinin 1,57 pg ile Samsun genotipi ve en yiiksek ¢ekirdek DNA miktari
1,67 pg ile Adana genotipinde tespit edilmistir.

Sonuglar, Canakkale sartlarinda c¢ok willik seker otu bitkisi ile yapilacak yeni
caligsmalara ihtiya¢ duyuldugunu, bu ¢alismada elde edilen agronomik sonuglarin en az iki

yillik yapilacak yeni ¢alismalar ile tekrar edilmesi gerektigini gostermistir.
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