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Yiiksek Lisans Tezi

Aygigegi (Helianthus spp.) Yabani Tiirlerinin Molekiiler Filogenetik Analizi ve Genetik

Karakterizasyonu
Trakya Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii

Genetik ve Biyomiihendislik Boliimii

OZET

Bilindigi iizere ayg¢igegi lilkemizde ve diinyada yaygin olarak kullanilan olduk¢a
onemli bir yag bitkisidir. Ulkemizin bitkisel yag ihtiyacinin her gegen giin artan
niifusumuz ile birlikte karsilanmasi i¢in, iilkemizde en c¢ok ekilen yag bitkisi olan
ayciceginden elde edilen verimin de arttirilmasi son derece onemlidir. Tane veriminin
dolayisiyla iiretimin arttirilmasi ve daha yiiksek kalitede ay¢icegi elde edilebilmesi igin,
halihazirda ekilen gesitlere olumsuz ¢evre sartlarina dayanikli genlerin ve verimi arttirici
yeni 6zelliklerin aktarilmas1 mutlak gereklidir. Bu amagclar i¢in en 6nemli gen kaynaklari,
ABD de bir¢ok olumsuz kosullarda yetisebilen ayg¢iceginin yabani tiirleridir. Yabani
aycicegi tiirlerinin smiflandirilarak aycicegi 1slahgilarina daha dogru bilgiler vermek
amactyla giiniimiize kadar pek ¢ok calisma yapilmistir. Klasik siniflandirmanin yaninda,
daha dogru ve tutarl bilgiler veren molekiiler filogenetik calismalar1 kullanarak, yabani
tiirlerin 6zellikleri ve birbirileriyle iliskileri arastirilmasi da son derece dnemlidir. Bu tez
caligmasinda Helianthus cinsindeki 52 farkli aygicegi tiirii kullanilarak, aygicegi
cinsindeki tiirler arasindaki benzerlikleri arastirmak amaciyla, daha 6nceki literatiirlerde
belirtilen aycgigceginde polimorfizm gosterdigi bilinen 14 farkli primer ile molekiiler
filogenetik ¢aligsmasi yapilmistir. Primerler ile yapilan PCR reaksiyonlari sonucu elde
edilen PCR iiriinlerine ait DNA fragmentleri kapiler elektroforez cihaziyla dl¢iilmiistiir.
Elde edilen veriler uygun formatta tablo haline getirilmistir. Elde edilen allellerin
frekanslar1 GenAlex 6.5, PIC degerleri CERVUS programlari kullanilarak analiz
edilmistir. Calisan 8 primerden toplam 134 allel elde edilmistir. En ¢ok allel (19) ORS662
markirin da goriilmistiir. En az allel (10) ise ORS331 markirinda goriilmistiir. Lokus

basina allel sayis1 ortalama 16 olarak hesaplanmistir. Daha sonra benzerlik matriksilerine



dayali UPGMA dendrogami olusturulmustur. Elde edilen dendrograma gore kiiltiir
aycicegine (H. annuus) en yakin tiiriin H. eggertii oldugu goriilmiistiir. iki tiir arasindaki
benzerlik indeksi 0,589 olarak hesaplanmistir. H. eggerti tiiriinden sonra en benzer tiirler
sirasiyla H. pauciflorus, H. praecox ve H. decapetalus olmustur. Bu ¢alisma ile aygigegi
tiirleri arasinda ayirt edici olabilecek 8 adet markir belirlenmis ve tiirlerin birbirine olan

yakinliklar1 hakkinda sonuglar elde edilmistir.
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Master’s Thesis

Molecular Phylogenetic Analysis and Genetic Characterization of Wild Species of

Sunflower (Helianthus spp.)
Trakya University Institute of Natural and Applied Sciences

Department of Genetic and Bioengineering

ABSTRACT

As it is known, sunflower is a very important oil crop that is generally used in
Turkey and the world. To compensate of our country vegetable oil need increased day by
day with increasing population, it needs to increase the sunflower yield. The increase
sunflower seed yield and production as well as the quality, the planted cultivars should
have the resistant genes for better adaptation capability to bad environmental conditions
as well as new better specifications for higher yielding. Sunflower wild species growing
in many bad environments are the main resources for these purposes. There are many
conducted studies to give right and proper information to sunflower breeders until now
for classifying wild species. In addition to classical phylogenetic, it is so important that
searching of relationships and specifications of sunflower wild species utilizing from
molecular phylogenetic studies given more appropriate and reasonable information. In
this thesis study, molecular phylogenetic analysis was performed utilizing from 14
different primers known to show polymorphism in sunflower mentioned in the previous
literatures to define of the similarities among wild sunflower species with using 52
different species in Helianthus genus. DNA fragments of PCR products obtained as a
result of PCR reactions with primers were measured with a capillary electrophoresis
device. The obtained data has been tabulated in the appropriate format. The frequencies
of the obtained alleles were analyzed using GenAlex 6.5 and PIC values were analyzed
using CERVUS programs. A total of 134 different alleles were obtained from 8 working
primers. The most allele (19) was seen in the ORS662 marker. The least allele (10) was
seen in ORS331 marker. The average number of alleles per locus was calculated as 16.

Then, the UPGMA dendrogam was created based on similarity matrices. According to

Vi



the obtained dendrogram, it was observed that the closest species to cultivated sunflower
(H. annuus) was H. eggertii. The similarity index between the two species was calculated
as 0.589. After H. eggerti, the most similar species were H. pauciflorus, H. praecox and
H. decapetalus, respectively. With this study, 8 markers that could distinguish the
similarities among sunflower species were determined and the results were obtained

about the proximity of the species to each other.
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BOLUM 1

GIRIS

Kokeni ¢ok eskiye dayanan aygigegi, lilkemizde ve diinyada o6zellikle bir yag
bitkisi olarak olduk¢a 6nemlidir. Yag eldesi disinda pek ¢ok alanda kullanilmig olup, sSiis
bitkisi olarak, tohumundan un eldesinde, yemeklerde ve hatta tekstil alaninda boya,
merhem yapimu gibi farkli amaglarla dahi kullanilmistir. Asil kokeni Kuzey Amerika olan
aycicegi bitkisinin ticarilestirilmesi Rusya’da gergeklestirilmis olup, sonrasinda aygigegi

bir yag bitkisi olarak olduk¢a popiiler olmustur.

Aycicegi pazarlama kolayligina sahip, uyumu ve mekanizasyon orani yiiksek,
ayrica tiikketiciler tarafindan fazlasiyla tercih edilmesi nedenlerinden dolayi, tilkemizin en
onemli yag bitkisidir (Kaya Y, 2016). Yaglik aycigegi tiretimi agirlikli olarak Trakya
Bolgesi’nde yapilmakta ise de birim alandan elde edilen gelirin artmasiyla ekim alanlari
diger bolgelere de yayilmis ve 6zellikle de Konya ve Cukurova bolgelerinde ekim alanlari
son yillarda artis gostermistir. Verimi degisken olup, liretimini kisitlayan en 6nemli

etmenler; orobang paraziti, yabanci otlar ve mildiy6 hastaligidir (Kaya Y, 2016).

Aygcigegi (Helianthus) cinsi en biiyiik ve c¢esitli familyalardan olan Asterecea
familyasina ait n=17 kromozom say1l1 bir bitkidir. Helianthus cinsi 51 tiir ve 19 alttiirden
olusmaktadir. Bunlardan 14 i tek yillik ve 37 adedi ise, ¢ok yillik tiirdiir. Her tiiriin
kendine 6zgii ¢esitli avantajli veya dezavantajli 6zellikleri bulunmaktadir. Bu genis
genetik varyasyon evrimsel gecmisleri boyunca meydana gelen ¢ok sayida siirecin
sonucudur. Aygigeginin bu genetik ¢esitliligi kiiltiirii yapilan ay¢igeginin gelistirilmesi
acisindan oldukga onemlidir. Bu siire¢ler hakkinda kapsamli bir anlayis kazanmak i¢in
tiretildikleri yabani tiirlerin daha genis baglamda yeniden yapilandirilmasini
gerektirmektedir. Yapilan bu tiir degerlendirmeler, erken evcillesmeye ve modern

cesitlere yol agan atalarin soylarina iliskin ¢ikarimlar saglayabilir ve gen havuzlar



boyunca genetik ¢esitliligin dagilimini aciklayan faktorlere iliskin i¢ goriiler saglayabilir
(Park veBurke, 2020)

Birgok farkli yabani tiirii olan aygigeginin tiirleri farkli 6zellikleri ve gok asir
iklim kosullarda adaptasyonuyla genis bir degiskenlik gdstermektedir. Bu tiirlerin
birbirleriyle olan iliskilerini bilmek son derece dnemlidir. Ciinkii her bir tiir kiiltiirii
yapilan aygiceginin gelistirilmesinde avantajli ozellikler saglayabilecek potansiyele
sahiptir. Aycicegi tarihi hakkinda kapsamli bilgi elde edebilmek ve birbirileriyle olan
iligkilerini anlamlandirabilmek igin filogenetik c¢aligmalar yapilmaktadir. Molekiiler
filogeni organizmalar veya genler arasindaki evrimsel iligkiler hakkinda bilgi toplamak
amactyla DNA dizilerinde goriilen farkliliklar1 analiz eden bir filogenetik dalidir.

Molekiiler tekniklerin gelismesi ile yapilan ¢alismalar, pek ¢cok kolaylik saglamaktadir.

Organizmalarin tanimlanmasi, incelenmesi ve siniflandirilmasi filogenetik ve
molekiiler calismalar sayesinde oldukca kolaylasmustir. Ozellikle molekiiler markirlar
tiim organizmalarda kullanilan giiglii araglardir. Bu sayede bitki molekiiler sistematigi de
oldukga gelismistir. Ozellikle cevresel kosullardan bagimsiz herhangi bir dokusu, gelisim
evresi i¢in uygulanabilir olmalari, az miktarda materyal gerektirmeleri ve genomun
tamami1 temsil etmeleri sebebiyle diger markirlara (morfolojik ve biyokimyasal) gore
daha ¢ok tercih edilmektedirler (Tingey ve Del Tufo, 1993).

Bu tez calismasi kapsaminda, genomda sik tekrarlanmasi, yiiksek polimorfizm
gostermesi, tekrarlanabilir, hizl1 ve kolay olmasi gibi sebeplerden oldukg¢a avantajli olan
SSR (Simple Sequence Repeat) markirlari segilmistir. SSR markirlar1 farkli amaglarla
kullanilabilmekte olup, genetik haritalarin olusturulmasi, popiilasyon analizleri, markir
yardimi ile seleksiyon bunlara 6rnek verilebilir (Gupta veVarshney, 2000). Bu markirlar
tiir i¢i karisikligin oldugu durumlarda da kullanilabilmektedir (Nimmakayala vd., 2010).
DNA’ da tekrar eden en kii¢iik birimler mikrosatellitler olup, tekrar motifi 1-6 bg
araligindadir. Bu bolgeleri saran dizilerin (flanking region) bilinmesi durumunda yaklasik
20-25 b¢ uzunlugunda uygun primerler tasarlanabilir ve PCR teknigi ile ¢ogaltilabilir
(Filiz velbrahim, 2011). Cogaltilmis bolgede tekrarlayan niikleotid dizilerinin sayisindaki
fark, SSR markirlarda polimorfizmi olusturmaktadir. Bu tez ¢alismasinda SSR markir ile
Helianthus cinsine ait tiirlerinin birbirileriyle olan iliskileri, evrimsel siiregte yakinliklar

bakilmistir.



BOLUM 2

GENEL BIiLGILER

2.1. Aycigegi (Helianthus spp.) Taksonomisi

Diinya da ve iilkemizde en ¢ok tercih yagli tohumlarindan biridir. Botanik adi
Helianthus, Yunanca helios (giines) ve anthos (¢igek) kelimelerinden gelmektedir.
Helianthineae alt kabilesine, Helianthea kabilesine, Asteroideae alt familyasina ve
Compositae (Asteraceae) familyasina ait bir tiirdiir (Cizelge 2.1). Aygigeginde kiiltiire
alinmis tim tek yillik tiirler, yabani tiirler gibi diploid iken (2n = 2x = 34); ¢ok yillik
olanlar genellikle tetraploid (2n = 4x = 68) veya hekzaploiddir. (2n = 6x = 102).
Ayciceginin tahmin edilen genom boyutu 3000 Mbp olup, bu boyut Arabidopsis, piring,
dar1i, soya ve domates ile karsilastirildiginda, oldukga biiyiiktiir (Zambelli, Leon,
&Garcés, 2015). Helianthus cinsi, 1liman Kuzey Amerika'ya 6zgiidiir, tarimsal yonden
onemli Ozellikler ve yararl allelik varyasyonlar iceren 14’# yillik ve 37’si ¢ok yillik
olmak tizere 51 yabani tiir igermektedir (Schilling, 2006) (Cizelge 2.2). Yaygin olarak
ekilen, kiiltiirii yapilan, yag eldesinde kullanilan ve ¢ogu kisi tarafindan bilinen tiir
Helianthus annuus tur (Sekil 2.1). Yabani tip aygigegi tiirlerinin ¢ogu, nispeten kiigiik
ciceklerle gevrili birden fazla sapa sahip olsada, kiiltiir ay¢igekleri, belirli tipte {ireme
biiyiimesine ve ¢ok sayida akene sahip tek, biiyiik boyutlu bir basliga sahip dalsiz
bitkilerdir. Kiiltiir aycicegi, tane boyutuna gore ii¢ tipte karakterize edilmistir: yagl tip
aycicegi, yiikksek yag igerigine sahip (% 40-54 arasinda degisen) daha kiiciik tanelere
sahipken, sekerleme ve kusyemi aycicegi, biiyiik tane boyutuna, daha diisiik yag icerigine
(%30) ve yiiksek govde igerigine sahiptir (Warburton vd., 2017).

Yiiksek oranda doymamis yag asitleri igerdiginden ve iiretim alan1 ¢ok fazla
oldugundan, ozellikle de yag {liretimi i¢in 1slah caligmalarindaki oneminden dolay:
Helianthus cinsi igindeki en 6nemli tiir aygigegidir (Helianthus annuus L.) (Kantar vd.,

2015). Aygigegi yaklasik %70 linoleik ve %20 oraninda oleik asit igerigine sahiptir. Bu



oranin soya ve kolza yag icerikleriyle karsilagtirildiginda daha yiiksek oldugu
goriilmektedir. Yag icerigi kalitesinin yani sira seliiloz, protein, mineral madde igerigi de

yiiksektir (Andrianasolo, Casadebaig, Langlade, Debaeke, &Maury, 2016).

Cizelge 2.1. Aygicegi Taksonomisi (“"Helianthus annuus L. Taksonomi," 2022)

Alem Plantae (Bitkiler)

Sube Magnoliophyta (¢i¢ekli bitkiler)
Simif Magnoliopsida (iki cenekliler)
Takim Asterales

Familya Asteraceae (Aygcicegigiller)

Cins Helianthus L.

Sekil 2.1. Helianthus annuus L. ("Helianthus annuus. ," 2023)



2.2. Ayciceginin Tarihgesi

Arkeolojik bulgular, MO 4625'te ilk aycicegi yetistirenlerin Amerikan
Kizilderilileri oldugunu gostermektedir (Crites, 1993). Aygicegi baslica siis bitkisi olarak
kullanilmasinin yaninda, gegmisten giiniimiize tohumu 6giitiiliip besin olarak ve tekstil,
boya, merhem yapimi gibi farkli amaglarla da kullanilmistir. Giiniimiizde ise en onemli
yag bitkilerinden biri olarak tercih edilmektedir. Avrupa’da yag bitkisi olarak kullanimi
1700’li yillara dayanmaktadir. Tiirkiye’de yayilisinin Romanya ve Bulgaristan’dan gelen
gocmenler aracilifiyla oldugu diisiiniilmektedir. 11k geldigi zamanlar iiretimi daha ¢ok
Trakya’da yapilmig, sonrasinda yurdun bir¢ok bolgesine yayilmaya devam etmistir
(Ar1oglu, 1999; Ilisulu, 1973; Incekara, 1972). Artan fiyatlara bagl olarak ekim alanlari
genislemis ve yayilmistir. Konya ve Cukurova bolgelerinde {iretimin arttigi
gozlemlenmistir (Kaya Y, 2016). Aycicegi genel olarak gerezlik ve yaglik olmak iizere
iki tipte yetistirilmektedir. Ulkemizde cogunlukla yaglk olarak yetistirilmektedir. Yaglk
tipte yetistirilen aygigeginin tane igerigi %38-50 yag, %20 proteindir. Bu tip aygigegi
yogunlukla Marmara ve Trakya bolgesinde yetistirilir. Cerezlik tipte olan ise genellikle
Ic ve Dogu Anadolu Bolgelerinde iiretilmektedir. Bunun yani sira az da olsa baska
bolgelerde iiretimi yapilmaktadir. Iklim ve aygicegi ekonomisine bagl ekim alanlar1 ve
tiretimi son yillarda degiskenlik gostermektedir (Kaya Yalcin, 2018). Aygigek yagi, insan
beslenmesi i¢in kullaniminin yani sira, ornegin polimer sentezi i¢in temel bilesen,
biyoyakit, emiilgatdr veya yaglayicilar gibi bir dizi endiistriyel uygulamaya sahiptir

(Dimitrijevi¢ vd., 2017).

Aygigeginin kullanim alanin artmasina bagli olarak aygigegine duyulan ihtiyagta
oldukca fazladir. Bu ylizden aygigegi {iretimini arttirmaya yonelik caligmalar
yapilmaktadir. Daha iyi ozelliklere sahip yiliksek kalitede aygicegi yetistirmek igin
calisilmaktadir. Ozellikle ayciceginde orobans ve mildiydye dayamkli, kaliteli yag
igerigine sahip tiirler gelistirmeye yonelik ¢alismalar mevcuttur. Bu ¢aligmalar agisindan
ayciceginin yabani tiirleri onem tasimaktadir. Yabani tiirlerde istenilen ozelliklerin
saptanabilmesi ve kullanilabilir olmasi icin molekiiler analiz yontemleri Gnem

tasimaktadir.



2.3. Ayciceginin Morfolojik Ozellikler

Aygigegi boyu uzun bir bitkidir. Tiirden tiire degismekle beraber ortalama 150-
200 cm boylara sahiptir. Farkli genotipler mevcuttur (Sekil 2.2). Baz tiirlerde ciicelik
(50-100 cm), yari ciicelik (100-150 cm) goriiliirken, baz1 yabani tiirler ise 4-5 metre kadar
uzunlukta olabilmektedirler. Toprak kosullarindaki farkliliklar ve iklim bitkinin boyunu
belirlemektedir. Ayrica kuraklik ve besin elementleri de 6nemli 6lgiitlerdir. Verimi pozitif

yonde etkilemesinden dolay1 bitki boyu 6nemlidir (Jocic, Miladinovic, &Kaya, 2015).

Aygiceginde tabla cap1 da onemli 6zelliklerden biridir. Genelde 20 ila 30 cm
capindadir. Yetistiricinin tercihine gore diiz, i¢ biikey, dis biikey olabilen tabla
sekillerinde farkliliklar vardir. En 6nemli nokta bas merkezinin tozlasmali ve dolgun
tohumlara sahip olmasidir. Bas egimi ve pozisyonu, kus hasar1 ve bas ciirikligi
hastaliklarina yatkinlik ile giiglii bir sekilde iliskilidir. 135-180°"lik bir agida ve gbvdeye
sitkica bagli bir kafa pozisyonu, yetistiriciler tarafindan en c¢ok tercih edilen

konfigiirasyondur (Kaya, Jocic, &Miladinovic, 2016).

Kok yapist derin ve genis bir yayilim gostermektedir. Bu 6zellik su ve besin alim1
acisindan kolaylik saglamaktadir. Kok sisteminin biiytimesi hizlidir, 3 metreden daha
derine kadar uzayabilmektedir (Alberio, Izquierdo, &Aguirrezabal, 2015). Saplar basit
yapidadir ve bitkinin diger kisimlartyla birlikte tiiysiizden ¢ok yogun tiiyliiye kadar
degisir. Yapraklar karsilikli veya alternatiftir. ilk gercek yapraklar her zaman zittir, ancak
bazi tiirlerde kisa siirede alternatif hale gelir. Yapraklar genellikle sapl ve {i¢ sinirlidir,

sekil olarak dogrusaldan ovale degisir ve tam veya tirtiklidir, ¢ok nadiren biraz lobludur.

Ayciceginde yetisme sliresi birgok arastirmaci tarafinda da ifade edildigi gibi,
ekimden fide ¢ikisina, fide ¢ikisindan tabla olusumuna, tabla olusumundan ¢igeklenmeye,
ciceklenmeden olgunluk siiresine kadar gecen siirelerin tamamini kapsamaktadir.
Aycicegi cesitlerinde fide ¢ikis siiresi, biiyiik dl¢lide toprak, nem ve sicakligin etkisi
altinda kalmaktadir (Ilbas, Yildirim, Arslan, Dede, &Gtinel, 1996). Ayc¢iceginin yetisme
stiresi yaklasik 100-150 giin oldugu bilinmektedir. Bu siire¢ boyunca 2600-2850 °C

civarinda toplam sicaklik istemektedir.



Aygiceginde morfolojik markirlar kullanarak yabani tiirleri iligkilendirmek
olduk¢a yetersizdir. Daha kapsamli yontemlere ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu nedenle

molekiiler filogenetik caligsmalar bu anlamda daha basarili sonuclar vermektedir.

Sekil 2.2. Calisma bah¢emizden farkli yabani aycicegi goriintiileri

2.4. Biyogesitlilik ve Bitki Gen Kaynaklar:

Biyogesitlilik tanimi i¢in kisaca bir bolgedeki var olan tiirlerin, ekosistemlerin,
genlerin ve ekolojik olaylarin bir biitiinii denilebilmektedir. Genel anlamda bir yerdeki
tim bitki, hayvan ve mikroorganizma tiirlerini icerir. Ve temelde ii¢ bolimden
olugmaktadir; ekosistem ¢esitliligi, tiir ¢esitliligi, genetik cesitlilik (Topgu, 2012). Tiim
diinyaca kabul edilen bir gercek olarak biyogesitlilik tarimsal iiretim ve gida giivenliginin

temel gereksinimlerindendir (Dilbirligi, 2007; Thrupp, 1988).

Canli ve tiiketilebilir kaynaklar her gecen giin giderek azalmaktadir. Bu kaynaklar
bir lilke i¢in son derece Onemlidir ve bir iilkenin sahip oldugu avantajlar olarak
goriilmektedir. Yeryliziinde her gecen gilin tarim alanlar1 ve su kaynaklar hizla
kirlenmekte ve hatta yok olmaktadir. Kisa siire igerisinde insanlarin su ve gida sikintisiyla

karsilasacagi 6ngoriilmektedir (Agah, 2015).



Siirdiiriilebilir tarimin hedefleri, yeni tarimsal teknolojilerin kullanilmasiyla dogal
kaynaklar1 koruyup g¢evreye zarar vermeden tarimsal bir temel olusturarak ekonomiyi
canli tutmak, c¢alisanlarin yasam standartlarim1 arttirmak ve bu hedef dogrultusunda
calismalar yapmaktir (Turhan, 2005). Temel amaci ise, kaynaklarin korunmasini
saglamak ve bunu kusaktan kusaga aktarmaktir (Ikincikarakaya, Beyaz, &Rezael, 2013).
Bu ylizden hava, su, toprak, enerji ve gen kaynaklarinin korunmasi ve kullanimi tarimsal

faaliyetler acisindan oldukga 6nemlidir.

Bitkisel ¢esitliligi ve bunlarin yabani akrabalarinin korunmasi olduk¢a énemlidir.
Iyi verim almanin yani sira olusabilecek zararlara ve hastaliklara karsi direncin
arttirllmas1 gerektigi bilinmelidir (Dilbirligi, 2007). Bitkilerdeki genetik cesitliligin
toplanmas1 ve korunmasi i¢in neredeyse bir yiizyil harcanmistir (Altindal veAkgiin,
2015). Bitki tiirlerinin genetik ¢esitlilige sahip olmasi ¢evre kosullarina uyum agisindan
onemlidir. Bitki genetik kaynaklari daha iyi kalitede tiirlerin gelistirilmesi igin
biyoteknoloji alaninda kullanilan ham maddedirler. Gen bankalar1 (germplasm
koleksiyonlari), tarimsal iirtinlerin iyilestirilmesi i¢in gen kaynagi olarak kurulan genetik
varyasyon depolar1 olarak hizmet veren canli tohum ve diger doku koleksiyonlaridir.
Mahsul performansini iyilestirmek i¢in yabani akraba genlerinin kullanimi, 60 yildan
daha eskiye dayanan &nemli 6rneklerle iyi bir sekilde kurulmustur. Uriinlerin atalarmin
yani sira onlarla az ¢ok yakin akraba olan diger tiirleri de i¢eren yabani akrabalar, bitki
1slahgilarina potansiyel olarak yararli genlerden olusan genis bir havuz saglayarak
modern tarim igin yadsinamaz derecede faydali olmustur (Hajjar veHodgkin, 2007;
Holden, Peacock, Peacock, &Williams, 1993).

“Bitkisel Cesitlilik” ya da “Bitki Genetik Kaynaklar1” olarak adlandirilan
materyal; “Bitki Islah1 Caligmalar1” i¢in olusturulacak gen havuzunda olduk¢a 6nem
tasimaktadir. Ulkemiz biyogesitlilik yoniinden oldukga zengindir. Bu cesitlilik yok olma
ihtimaline karsilik toplanip koruma altina alinmaktadir (Tan, 2009).

Kiiltiire alinmis bitki ve hayvan tiirlerinin kokeni dogadaki yabani akrabalarina
dayanmaktadir. Thtiyaclara uygun sekilde yeni cesitler gelistirmek icin yabani tiirlerden
yararlanilmaktadir. Ayn1 zamanda ekosistemlerde bu tiirler sayesinde farkli kazanimlara
sahip olmustur. Tarimsal biyogesitliligin insanliga beslenme, barinma, giyecek vb. hayati

Ooneme sahip ihtiyaglar1 karsilayabilecek pek ¢ok kullanim sekli vardir. Bir¢ok bitki i¢in



Anadolu anavatandir. Bitki tiirii fazla oldugu kadar kiiltiir bitkisi agisindan da zengindir
(Polat veSelvi, 2020). Bitki genetik kaynaklar1 biyolojik ¢esitlilik i¢erisinde énemli bir
yere sahiptir. Yabani tiirler, istenilen 6zellikle genler saglayabilen yedek gen deposu
niteligindedir (Karadag, 2022). Bu yiizden her biri 6nemli birer gen kaynagidir.
Biyogesitlilik ve gen kaynaklarinin 6nemi her gegen yil daha da artmaktadir.
Biyogesitlilik hem ekonomik hem kiiltiirel manada insanoglunun yasami igin ¢ok
onemlidir. Bu sebeple biyogesitliligin korunmasi adina bir¢ok adim atilmistir. Tiirkiye'de
biyogesitliligin korunmasi, endemik tiirlerin ve tehlike altindaki tilirlerin korunmasina
daha fazla onem verildigini gostermektedir. Bunun yaninda biyolojik ve genetik
kaynaklarin korunmasi ve gelistirilmesinin gida ve saglik icin ¢ok Onemli oldugu

tartisilmaz bir gercektir.

2.5. Ayciceginde Biyocesitlilik

Genetik kaynaklar, kiiresel gida gilivenliginin biyolojik temelini olusturmaktadir.
Onemli bitki tiirlerinin gesitlerinin, topraklarinin ve yabani akrabalarinin korunmast,
stirdiirtilebilir verimli tarimin temelini olusturur. Korunan genetik kaynaklar, bitki
islahgilarina, ciftgilere ve diger tarim bilimcilerine, gelecekteki gida, lif ve tohumu
giivence altina alan yeni mahsul ¢esitleri ve melezleri gelistirmek i¢in genetik materyaller
saglayacaktir. Tiim tiirlerin hastaliklar ve zararlilar gibi biyotik ve abiyotik streslere uyum
saglamalarina olanak taniyan oOzellikleri kapsayacak bir havuz olusturulabilecektir
(Campbell vd., 2010). Genetik gesitlilik, tiirlerin gevrelerindeki degisikliklere hizli adapte

olmasini saglayarak uzun siirede hayatta kalmalarina katki saglamaktadir.

Kiiltiir aygicegi (H. annuus) i¢inde Helianthus tiirlerinde biri olup, Helianthus
cinsi Kuzey Amerikaya 6zgiidiir ve 37 ¢ok, 14 tek yillik 51 tiirden olugmaktadir. (Cizelge
2.2) Bu tiirler ABD’de yabani formda bulunmaktadir. (Sekil 2.2) Helianthus cinsi n=17
kromozomludur. Fakat bazi tiirleri diploid (2n=34), tetraploid (2n=68), hexaploidtir
(2n=102). Tek yillik tiirlerin hepsi diploid, ¢cok yilliklarin 26’s1 diploid, 3’1 tetraploid,
7’s1 hexaploid ve 3’ mixaploidtir (G. Seiler, Marek Fredrick, L, 2011; Gerald J. Seiler,
Qi, &Marek, 2017). Farkli ploidi seviyeleri genetik ¢esitliligin artmasina sebep olur, fakat
kiiltiir germplazmina dahil edilmesini de zorlagtirmaktadir. Yabani tiirlerin ABD sinirlar

icerisinde olmasi ay¢icegi germplazmasinin toplanmasini kolaylagtirmistir. USDA-ARS,



1948 yilinda Iowa, Ames'teki Ulusal Bitki Germplazma Sistemi, Kuzey Merkez Bolgesel
Bitki Tanmitim Istasyonu'nda bir kiiltiir aygicegi germplazma koleksiyonu kurmustur.
Yabani Helianthus germplazm koleksiyonu ise 1976 yilinda USDA-ARS Bushland,
Texas istasyonunda kurulmustur. Halen her iki koleksiyon da Ames, lowa'da muhafaza
edilmekte ve yonetilmektedir. Su anda yabani Helianthus koleksiyonu, yaklasik ticte ikisi
yillik tiirler olmak tizere 2163 aksesyon igermektedir (Gerald J Seiler veGulya, 2004). Bu
germplazm, ortaya ¢ikan zararlilar ve ¢evresel zorluklarla miicadele etmek i¢cin mevcut
ve gelecekteki onemli bir genetik kaynaktir ve ay¢iceginin yasayabilir biiyiik bir kiiresel
yagli tohum tirlinii olarak siirdiiriilmesine ve gelecek nesiller i¢in korunmasina yardimci
olur (G. Seiler, Marek Fredrick, L, 2011). Yabani tiirler gesitli ortamlarda farkli iklim
kosullarinda yetistikleri i¢in farkli ¢evre kosullarina uyum sagladigindan, farkli direng
ozelliklerine sahiptirler. Yabani aygicegi tiirleri bir¢ok hastalik ve abiyotik stres
kosullarina dayaniklilik acisindan, ¢ok fazla gen kaynagini muhafaza etmektedir. Yeni
cesit gelistirme ¢aligmalarinin basarili olabilmesi i¢gin, 1slah ¢alismasi yapilacak tiir veya
gen kaynaklar1 hakkinda arasindaki genetik uzakliklarin, yeterli biyolojik, taksonomik,

genetik ve agronomik bilgi birikimine mutlak gereksinim vardir.

Cizelge 2.2. Yabani Aygigegi Tiirleri

Tiir Tip Kromozom Sayis1
H. agrestis Tek yillik 34
H. niveus Tek yillik 34
H. debilis Tek yillik 34
H. praecox Tek yillik 34
H. petiolaris Tek yillik 34
H. annuus Tek yillik 34
H. argophyllus Tek yillik 34
H. neglectus Tek yillik 34
H. bolanderi Tek yillik 34
H. anomalus Tek yillik 34
H. paradoxus Tek yillik 34
H. gracilenthus Cok yillik 34

10




H. pumilus Cok yillik 34
H. cusickii Cok yillik 34
H. arizonensis Cok yillik 34
H. laciniatus Cok yillik 34
H. ciliaris Cok yillik 68
H. mollis Cok yillik 34
H. divaricatus Cok yillik 34
H. decapetalus Cok yillik 34
H. occidentalis Cok yillik 34
H. hirsutus Cok yillik 68
H. strumosus Cok yillik 68,102
H. eggertii Cok yillik 102
H. tuberosus Cok yillik 102
H. rigidus Cok yillik 102
H. giganteus Cok yillik 34
H. grossesseratus Cok yillik 34
H. nuttallii Cok yillik 34
H. maximilliani Cok yillik 34
H. salicifolius Cok yillik 34
H. exilis Cok yillik 34
H. resinosus Cok yillik 102
H. schweinitzii Cok yillik 102
H. californicus Cok yillik 102
H. laetiflorus Cok yillik 102
H. microcephalus Cok yillik 34
H. glaucophyllus Cok yillik 34
H. smithii Cok yillik 34
H. longifolius Cok yillik 34
H. laevigatus Cok yillik 68
H. angustifolius Cok yillik 34
H. simulans Cok yillik 34

11




H. floridanus Cok yillik 34
H. silphioides Cok yillik 34
H. atrorubens Cok yillik 34
H. heterophyllus Cok yillik 34
H. radula Cok yillik 34
H. carnosus Cok yillik 34
H. porteri Cok yillik 34
H. pauciflorus Cok yillik 34

Artan ihtiyaclar dogrultusunda aycicegi onemi her gecen artmaktadir. Ozellikle
ayciceginde, yiiksek oleik asit icerigi, orobansa, mildiydye, boceklere dayaniklilik,
kurakliga dayaniklilik, tuza tolerans, genis tabla capi, istenilen Ozelliklerdir. Bu

Ozelliklere sahip yabani tiirler, faydali birer gen kaynagi saglamaktadir.

Aycicegi liretiminde en temel sorunlardan biri hastaliklarin kontroliinde
karsilagilan sikintilardir. Bu 6nlemek amaciyla hastalik etkenine karsi direngli tiirler
gelistirilmesi gereklidir. Bu sebeple tiire ait genetik kaynaklarin kullanimi 6nemlidir.
Istenilen dzelliklerin iireme yoluyla aktarimi melezleme ile yapilir ve yeni bir gesidin
gelistirilmesi uzun zaman alan karmagsik bir siirectir (Melchinger, 1990). Onemli
karakterleri tagtyan yabani tiirlerden 1slah materyallerinin gelistirilmesi, bu karakterlerin
bulundugu lokusla baglant1 gésteren molekiiler markirlarin belirlenmesi ile hizlanmistir.
Bu markirlarin 1slah programlarinda istenen karakteri tasiyan tiirlerin Segiminde
kullanilmasi, diger bir deyisle MAS (markir destekli seleksiyon) , yeni ¢esit gelistirilmesi
caligmalarinda Onemli yararlar saglamaktadir (Tarpomanova, Hvarleva, Hristova,
&Atanassov, 2009).

Baz1 yabani tiirlerin hastaliklara ve orobang parazitine karsi direngli olduklari
bilinmektedir (Cizelge 2. 3). Ornegin H. tuberosusun (Parker veRiches, 1993;
Vranceanu, 1980), H. argophyllus, H. maximiliani ve H. debilis (Fernandez-Martinez,
Pérez-Vich, &Velasco, 2015) gibi yabani aygigegi tiirlerinde aygicegi igin ciddi

sorunlardan biri oldugu bilinen orobans i¢in direng genleri igerdigi tespit edilmistir.
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Aycicegi 1slah programlarinda yiiksek verimli ¢esitler gelistirmek icin, biyotik ve
abiyotik stres kosullarina dayaniklilik genlerinin yabani tiirlerde belirlenerek kiiltiirii
yapilan aygicegine aktarilmasi, filogenetik analiz vb. caligmalar yapilarak genetik

uzakliklarinin ortaya ¢ikarilmasi son derece 6nemlidir.

Cizelge 2. 3. Hastaliklara direncli aygigegi tiirleri

Hastalik/Parazit Direngcli yabani tiirlerin sayisi
Tek yillik Cok Yillik

Pas 3 5

Tiiyli mildiyo 10 15

Beyaz ¢iirtikliik 7 18

Phomopsis 7 18
Hastalik Alterngrig 3 9
Tozlu mildiy6 3 9
Vertisilyum 4 3
Rhizobus 0 4
Phoma 2 8
Oziikuru hastalig1 0 5

Parazit Orobans 5 25

Toplam 44 119

2.6. Yabani Aycicegi Tiirlerinin Tespit Edilen Avantajlh Ozellikleri

Aygigegi (Helianthus annuus L.) bir introgresyon basar1 6ykiisiidiir ve sitoplazmik
erkek kisirligi, herbisit toleransi, kuraklik ve biyotik stres direnci ve modifiye yag asidi
profilleri ve daha birgok 6zellik yag verimi ve kalitesinde bozulma olmaksizin yabani
akrabalardan kiiltiire alinmis gen havuzuna sokulmustur. Bir¢ok yabani tiir, ulusal ve
uluslararasi gen bankalarinda giivenli bir sekilde depolanmaktadir (Warburton vd., 2017).
Yetistiriciler ilgilendikleri 6zellikler i¢in mevcut gesitliligi genisletmek, yeni genetik

kaynaklar1 gelistirmek ve karakterize etmek i¢in ¢aligmalar yapmislardir.
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Yabani tiirlerin ilk kullanimina yonelik ¢aligmalar pasa karsi direngli olan H.
argophyllus’un aycicegi yetistiriciliginde kullanilmasidir. Daha sonra Zhdanov, dayanikli
cesitlerin gelistirilmesinde H. tuberosus’u kullanmistir (Kog, 2022).

Ayciceginde erkek kisirlik ilk kez 1968°de kesfedilmistir. Bu 6nemli bir adim
clinkii ayciceginin diinyaya yayilmasindaki ana etkenlerden biri sitoplazmik erkek
kisirhigmin ve bunu restore eden genlerin kesfedilmesi sonucu hibrit iiretiminin

kolaylagsmasidir (Kaya Y.)

H. argophyllus Torr tiiriiniin bireyleri. A. Gray, H. petiolaris, H. annuus, ve H.
debilis Nutt. kiiltiir aycigegi ile ¢aprazlanmistir, bu da bazi durumlarda tiiretilmis soylarda
artan molekiiler markor ¢esitliligine ve diger durumlarda gelecekte iiremesi zor olabilecek
kromozomal yapisal yeniden diizenlemelere yol agmistir (Sujatha, Prabakaran, Dwivedi,
&Chandra, 2008).

Yapilan bir ¢alismada en yiiksek yag verimine sahip tiirtin H. ciliaris, en yiiksek
polifenol verimine H. strumosus, en fazla hidrokarbon iceren tiiriin ise H. salicifolius

oldugu rapor edilmistir (Gerald J Seiler, Carr, &Bagby, 1991).

Bagka bir c¢alismada H. anomalus, H. deserticola tiirlerinin yiiksek yag
konsantrasyonuna ve daha iyi bir yag asidi profiline sahip oldugu tespit edilmistir (GJ
Seiler, 2007).

H. porteri, H. atrorubens, ve H. schweinitzii tiirlerinin yiiksek linolenik asit
icerdigi (G Seiler, 2010), H. anomalus, H. agrestis, H. debilis subsp. cucumerifolius, and
H. exilis’in siiplirge direncine karsi dayanikli olduklar1 (Ferndndez-Martinez, Melero-
Vara, Mufioz-Ruz, Ruso, &Dominguez, 2000), H. argophyllus 'un kurakliga ve 1siya
dayanikli genler igerdigi (Hussain, Rauf, Riaz, Al-Khayri, &Monneveux, 2017), H.
paradoxus’un tuz direncine sahip oldugu (Lexer, Welch, Durphy, &Rieseberg, 2003), H.
deblis Nutt., H. anomalus Blake, and H. divaricatus L’un abiyotik strese toleransl
olduklar1 (Kantar vd., 2015), H. maximiliani’nin Sclerotinia sclerotiorum hastaligina

kars1 direngli oldugu (Ronicke vd., 2004) bildirilmistir.

Goriildiigii lizere yabani tiirlerin kendine has farkli 6zellikleri bulunmaktadir.
Bunlarin  bilinmesi ve kullanilmast agisindan molekiiler filogenetik teknikler

kullanilmaktadir. Boylece tespit edilen genler kiiltiir ¢esitlerine aktarilmaktadir.
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2.7. Tiirler Arasi Filogenetik Iliskinin Analizi

Tiirler arasindaki filogenetik iligkileri bilmek, biyolojideki bircok c¢alismanin
temelidir. Filogenetik bir grup taksonun dallanma sirasini ve bazen de farklilagsma
zamanlarini igeren ortak atalardan tlireyis tarihidir. Filogenetik Yunanca kelimelerin bir
araya gelmesiyle tiiretilmistir. Phlon “kabile” veya “klan*“ veya “irk™ anlamina
gelmektedir. Genesis ise, “koken’’ veya “kaynak® anlamima gelmektedir. Genomlar
birgok mutasyon sonucu evrimlesir ve degisirler. Bu siirecin sonunda organizmalarin
genomlaridaki niikleotid dizisi farkliliklar1 gergeklesir. Farkli genomlari karsilastirarak
aralarindaki evrimsel iliski hakkinda bilgi edinilebilir (Freeman S veHerron J.C, 1999).
Her organizma bir evrim siirecinin sonucu oldugundan evrimsel tarihini bilmek
gerekmektedir. Diinya da ki mevcut gesitlilik disiintildiigiin de ¢esitli organizmalarin
filogenetik iligkisini belirlemek olduk¢a zordur. Bu cesitlilik fenotipik karakterlere
yansidig1 gibi yapisal, biyokimyasal, molekiiler 6zelliklere de yansir. Klasik filogenetik
yaklasim bir organizmanin morfolojik 6zelliklerine dayanirken molekiiler yaklagimlar
RNA ve DNA'nin niikleotit sekanslarina ve modern teknikler kullanilarak belirlenen bir
proteinin amino asit sekanslarina baglidir. Molekiiler filogenide organizmalar veya genler
arasindaki 1iligskiler, DNA ve protein dizilerinin homologlar1 karsilagtirilarak
incelenmektedir. Diziler arasindaki farkliliklar, zaman i¢inde molekiiler evrimin bir
sonucu olarak genetik ayrismayr gostermektedir. Morfolojik temelli yontemlerin ve
molekiiler analiz temelli yontemlerin bir kombinasyonu, organizmalarin filogenetik

iligkilerinin belirlenmesinin uygulanmasin biiyiik dlctide giiclendirir.

Gelisen molekiiler teknikler sayesinde giiniimiizde tiirler arasi iligkilerin
incelenmesi kolaylasmistir. Ozellikle molekiiler markirlar yapilabilecek ¢alismalar icin
onemli bir aractir. Tir i¢i veya tiirler aras1 iliskilerin belirlenmesinde molekiiler markirlar
kullanilmaktadir. Son on yildaki en heyecan verici gelismelerden biri de, filogenetik
calismalarin problemlerine gili¢lii ve ultra hizli niikleik asit dizileme tekniklerinin
uygulanmas1 olmustur. Biiyiik miktarda dizi verisinin hizla elde edilebilirligi, evrim
siirecini aciklamak i¢in saglam matematiksel ve istatistiksel analiz araglarmin
gelistirilmesini gerektirdi ve bu ihtiyag¢, nihayetinde molekiiler sistematigi bilimine yol
acti. Molekiiler filogeni, gerg¢ekten genis bir sekilde biyolojinin bir alani olsa da,

molekiiler sistematigi, daha ¢ok, gli¢lii hesaplama tabanli simiilasyon deneylerinin, bir
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bilgisayardan elde edilen bu biyolojik verilerden filogenetik agaglar1 ¢ikarmak igin
kullanildig bir istatistiksel bilim olarak goriilebilir (Patwardhan, Ray, &Roy, 2014).

Kisaca anlatmak gerekirse filogeni; tiirlerin evrimsel siiregteki akrabalik iligkisi
olarak agiklanabilir. Filogenetik analiz var olan karakterlerin farkli Olgiitler ile
degerlendirilip, bunun sonucunda tiirler arasi iliskilerin ortaya ¢ikarilmasiyla soy
agagclarinin olusturulmasidir (Saitou velmanishi, 1989). Bu soy aga¢lar1 olduk¢a karmagik

metotlar ile elde edilirler.

SSR markir ile filogenetik analiz asamalar1 kisaca;

e gDNA izolasyonu.

e SSR bolgesinin PCR ile ¢ogaltiimasi.

e FElde edilen markir lokusuna ait her bir bireydeki DNA fragmentinin
boyutunu belirlemek i¢in kapiler elektroforez.

e Veri dosyast hazirlama ve filogenetik aga¢ olusturma.

2.8. Aygcicegi Tiirlerinde Molekiiler Filogenetik

Aycigeginin yabani aycicegi tiirlerinin ve melezlerinin filogenisini arastirmak i¢in
genetik karakterizasyonda molekiiler metotlar kullanilmistir (Burke vd., 2004; Mwangi
vd., 2019; Schilling, 1997; Suresha, Kulkarni, Supriya, Darshan, &Patil, 2017). Aygigegi
cesitleri arasindaki DNA dizi farkliliklarina bakilarak tiir i¢cin veya tiirler arasi iliskiler
incelenebilmekte ve filogenetik agaclar1 olusturulabilmektedir. DNA dizi farkliliklarini
saptamak i¢in molekiiler metotlardan yararlanilmaktadir. Ay¢iceginde bu gibi farkliklari
saptamak amaciyla farkli molekiiler metotlardan yararlanilmaktadir. RFLP, AFLP,
RAPD, SSR markirlar1 yan1 sira SNP, cpDNA bolgeleri, rRNA bdlgeleri aygigceginde
genetik ¢esitliligi ve soy agacinin arastirilmasina olanak saglamaktadir. Niiklear 16S, 26S
rDNA bdélgeleri kullanilarak ilk kez aycicegi i¢in yiiksek oranda ¢6ziilmiis bir Filogenetik
agag olusturulmustur (Timme, Simpson, &Linder, 2007) ). 2014 yilinda arastirmacilar
Rusya Vavilov Arastirma Enstitlisii’nden elde ettikleri 80 farkli yabani ve kiiltiir
formlarinin bulundugu cesitler ile kloroplast DNA’larin1 kullanarak bir ¢calisma yapmis

ve aycigegi kloroplast genomunun polimorfizmini incelemislerdir. 2016 yilinda Cin’de
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yapilan bir ¢alismada ti¢ cpDNA bolgesi kullanilarak (ndhF, matK, rbcL) bu familyaya
ait filogenetik agag¢ ¢ikarilmistir (Fu, Jiao, Nie, Zhang, &Gao, 2016). Niiklear genom
biiyiikliigiiniin varyasyonuna dayali bir ¢alisma yapilmistir. 49 Helianthus i¢in kapsamli
bir veritabani olusturulmus ve cinsteki degiskenlik incelenmis ve karsilastirilmali bir

filogenetik analiz sunulmustur (Qiu vd., 2019).

SSR markir da yiiksek polimorfizm, tekrarlanabilirlik, hizli ve kolay olusu,
genomda siklikla bulunmasi gibi 6zelliklerinden dolayr genetik  ¢esitliligin
degerlendirilmesi, tiirler hakkinda kapsamli bilgi edinilebilmesi agisindan giiglii bir
tekniktir. Zia vd., (2014)‘nin yaptig1 ¢alisma ile SSR markirlar1 kullanilarak 44 farkli
aycigeginin genetik cesitliligi tahmin edilmistir. Bunun i¢in 22 primer kullanilmis, sonug
olarak toplam polimorfizmin %45.19 oldugu ve %25 ile %100 aras1 degistigi
gozlenmistir. Zeinalzadeh-Tabrizi vd., (2018), yine SSR markir kullanarak yaptigi bir
calismada, 68 Helianthus genotipinin genetik ¢esitliliginin tahmini igin 21 ¢ift SSR

primeri ile bakilmis, 49 polimorfik bant olusumu gézlenmistir.

Markin vd., (2020), yaptig1 bir baska c¢alismada ise, 29 Helianthus tiiriiniin
genotiplemesi gerceklestirilmis, bunun i¢in 52 SSR markir1 se¢ilmistir. Degisen ortalama
PIC degeri 0.72 oldugu goriilmiistiir, bu da SSR tabanli sistemin yiiksek ¢oziiniirliigiini
gostermektedir. SSR markirin bu ayirt edici giicli aycicegi tiirlerini siniflandirmaya
olanak vermistir. Yine bagka bir ¢alismada aygigeginde 23 ebeveyni ve bunlarin 60
hibritinin genetik safligini kontrol etmek i¢in 110 SSR markir1 kullanilarak DNA tabanl
bir calisma yapilmistir. Polimorfizm, %83.63 degerinde 92 markorde gosterilmistir
(Ahmed vd., 2022).

Markirlar molekiiler filogenetik i¢in 6nemli araglardir. Ayciceginde kdkeni daha
cok Kuzey Amerika olmak {izere pek ¢ok farkli yabani tiir mevcuttur, her birinin farklh
avantajli ve dezavantajli Ozellikleri bulunmaktadir. Kiltiirii yapilan aygicegi
gelistirilmesi adina yabani tiirleri bilmek onemlidir, ¢linkii her biri 6nemli birer genetik

kaynaktir.

Bu yiizden yabani ve kiiltiire alinmig Helianthus tiirlerinin genetik kaynaklarini
kullanabilmek &nemlidir. Ozellikle yabani tiirler birgok hastalik ve abiyotik stres
kosullarina dayaniklilik acisindan ¢ok fazla gen kaynagi saklamaktadir. Basarili yeni

cesitler elde edebilmek i¢in gen kaynaklarmin arasindaki genetik uzakliklarmn, yeterli
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biyolojik, taksonomik, genetik ve agronomik bilgiye ihtiyac vardir. istenilen 6zellikteki
karakterleri tasiyan yabani tiirlerden bu karakterin bulundugu lokusla baglanti gésteren
molekiiler markirlarin  belirlenmesiyle hiz kazanilmistir. Bu markorlerin  1slah
programlarinda istenen karakteri tagiyan bireylerin se¢iminde kullanilmasi, diger bir
deyisle MAS, yeni cesit gelistirilmesi ¢alismalarinda 6nemli avantajlar sunmaktadir
(Hvarleva ve ark., 2009). Aygigegi yetistiriciliginde, tiirler arast melezleme ile elde edilen
hibritlerin genetik materyal hacmi, heterosis, dayaniklilik ve daha yiiksek verim ve daha
kaliteli hibritlerin biiylimesini etkileyen faydali genlerin kullanilmasi esastir. Yabani
tirlerin genetik kokenini, evrimsel siirecteki degisimlerinin bilinmesi kiiltiirii yapilan
ayciceginin gelisimi agisindan Onemlidir. Bu siire¢ hakkinda kapsamli bir bilgi
edinebilmek ve atalarin birbiriyle olan iliskilerini ortaya koymak i¢in filogenetik
calismalar yapilmaktadir. Yabani tiirlerin filogenetik analizi icin SSR markirlarindan

yararlanilabilmektedir.

2.9. SSR (Simple Sequence Repeat) Markir

Gelisen teknoloji ile gilinlimiizde molekiiler yontemlerin kullanim1 6n plana
¢ikmaktadir. SSR (kisa ardisik tekrar dizileri) markir PCR tabanli oldukg¢a kullanigli bir
yontemdir. SSR’lar ilk kez 1984’te bitkilerde kesfedilmistir (Tautz veRenz, 1984).
Molekiiler isaretleyici olarak kullanimlari ise 5 y1l sonra 1989’da farkedilmistir (Tautz,
1989). O zamandan beri SSR marker bugday, piring, soya fasiilyesi, vb. pek ¢ok bitki de
molekiiler belirte¢ olarak kullanilmigtir.  Mikrosatellitler, yaklasik 150 niikleotid
uzunlugunda, tekrarlayan yaklasik 1-7 bazlik DNA dizileridir. Bu dizilerin tekrar sayilari
degiskenlik gosteren bir popiilasyonda ¢ok sayida alele sahip olmak, canlilarin
DNA'larin1 polimorfik yapan ozelliklerden biridir (Akbar, 2018). SSR’lar genomda
yaygindirlar, diger markirlara oranla daha polimorfik, es baskindirlar. Yiiksek
tekrarlanabilirlikleri tiire 6zel olmalarindan dolayr kullanigshdirlar (Miah vd., 2013;
Varshney, Graner, &Sorrells, 2005). SSR markirlari, en ¢ok tercih edilen markirlardan
biridir.
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Genomda siklikla yer alan bu tekrar bolgelerin kenarlarinda spesifik korunmus
bolgeler bulunmaktadir, bu sebepten SSR’lar tiire 6zgiidiir. Spesifik kenar bolgelere
uygun primerler dizayn edilip sentezlenmektedir. Baslica tiirlerde uygun SSR primerleri
veri tabanlarinda mevcuttur ancak diger durumlarda sifirdan tasarlanmasi gerekmektedir.
SSR’larin dezavantaj denilebilecek yanlarindan birisi primer tasariminin zorlugudur
denilebilmektedir. Uygun primerler ile PCR yapilmaktadir daha sonra elde edilen PCR
rtinlerinin boyut farkliliklar1 agaroz/poliakrilamid jelde, kapiler elektroforez de
gozlemlenmektedir. SSR markirlar bitki biyoteknolojisinde bir¢ok farkli amagla

kullanilmaktadir.

e Genetik gesitliligin belirlenmesi

o Kantitatif karakter lokuslarinin (QTL) saptanmasi
e Tiir i¢i ve tiirler arasi iligkilerin belirlenmesi

e Markir destekli seleksiyon

e Genetik haritalama

2.10. Kiiltiirii Yapilan Ayciceginde SSR Markir Calismalari

Helianthus cinsi bir¢ok yabani tiirii kapsamakta olup, genetik ¢esitliligi oldukca
yiiksektir. (Sekil 4. 13) Her bir tiir ¢ok ¢esitli habitatlarda biiytidiikleri igin farkli ¢evresel
kosullara adapte olmuslardir ve biyotik ve abiyotik direng 6zellikleri agisindan 6nemli
degiskenlige sahiptirler (Cveji¢ vd., 2020). Tang vd. (2002) aygigeginde SSR
markdrlerini  kullanarak ilk baglanti haritasin1 olusturmuslardir.  Yabani tiirler,
gelistirilmis hastalik direnci, yag verimi ve kalitesi, vb., tiirler aras1 ¢aprazlamalar ile
aycicegi melezleri elde etmek i¢in arzu edilen genlere sahip olan aygicegi yetistirme

programlarinda ¢ok degerli bir kaynaktir.

Bitkilerde hibrit {retimi son yillarda artmaktadir ve olduk¢a Onemlidir.
Aycigeginde de cok sayida hibrit ¢esit bulunmaktadir, hibrit g¢esit iiretimi hetorosis
olgusuna dayalidir. Giiniimiizde, yiiksek aycicegi verimi elde etmek icin farkli genetik
kaynaklara sahip kendilenmis ebeveyn hatlarina ihtiyag duyulmaktadir (Liu veBurke,
2006). Aycicegi melez 1slah programlarinda bu tiir ebeveyn hatlarin genetik ¢esitliliginin
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cesitli molekiiler markorler araciligiyla degerlendirilmesi ¢ok Onemlidir. Aygicegi
ebeveyn hatlarinin tanimlanmasi ¢ogu zaman morfolojik karakterlere dayalidir ancak
sayica simirhidir ve kararsizdir. Genom boyunca mevcut olan DNA markdrleri sayica
smirsizdir ~ (Sahranavard ~ Azartamar, Darvishzadeh,  Ghadimzadeh, Azizi,
&Aboulghasemi, 2015). Markirlar sayesinde istenilen 6zellikte gen bolgesi belirlenerek
kiiltiirli yapilan ay¢iceginin gelistirilmesi i¢in kullanilabilmektedir. Aygcicegi tiretiminde
en 6nemli engellerden biri hastaliklarin kontrol edilmesinde ortaya ¢ikan sorunlardir. Bu

sorunlara ¢6ziim olarak direngli aycicekleri gelistirilmesi gerekmektedir.

Baz1 aygigegi tiirlerinde kromozomlarin belli bolgelerinde (LG-linkage group)
kiimelenmis dayaniklilik saglayan genler vardir. Bu tiirlerin bu hastaliga daha direncli
oldugu bilinmektedir. Ornegin mildiy® i¢in dayamklilig1 saglayan Pl genleri vardir. Su an
pek ¢ok farkli aragtirmact mevcut yabani aygigegi tiirlerinde yeni dayaniklilik genleri

bulmak igin ¢alismaktadir.
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3. BOLUM

MATERYAL ve METOD

3.1 Materyal

Bu tez ¢alismasinda ABD Tarim Bakanligindan temin edilen halihazirda mevcut

tek ve ¢ok yillik yabani Helianthus tiirleri koleksiyonu, projede genetik materyaller olarak

kullanilmistir. (Cizelge 3.1) Proje materyal listesindeki Helianthus tiirlerinin her birinden

4-5 adet aksesyon oldugundan, projede her bir tiirde yeterli alternatifler bulunmaktadir.

Cizelge 3.1. Calismada kullanilan tiirler ve numaralandirilmasi

1 Taxonomy Sort No Type | Country of Origin
2 | Helianthus agretis 3 Tek Yillik US Florida
3 | Helianthus annuus 9 Tek Yillik | US South Dakota
4 | Helianthus argophyllus 14 Tek Yillik US Florida
5 | Helianthus atrorubens 23 Cok Yillik | US North Carolina
6 | Helianthus bolanderi 27-30 Tek Yillik | US California
7 | Helianthus californicus 32-33 Cok Yillik|  US California
8 | Helianthus carnosus 35-36 Cok Yillik US Florida
9 | Helianthus cusickii 40 Cok Yillik| US Washington
10 |Helianthus debilis subsp. Tek Yillik

cucumerifolius 46-47 US Georgia
11 | Helianthus debilis subsp. silvestris 49 Tek Yillik US Texas
12 | Helianthus decapetalus 52-55 Cok Yillik US Ohio
13 | Helianthus divaricatus 63 Cok Yillik|  US Virginia
14 | Helianthus eggertii 65-67 Cok Yillik | US South Carolina
15 | Helianthus exilis 68 Tek Yillik |  US California
16 | Helianthus giganteus 74-77 Cok Yillik| US North Carolina
17 | Helianthus glaucophyllus 81 Cok Yillik|  US Tennessee
18 | Helianthus gracilentus 83 Cok Yillik|  US California
19 | Helianthus grosseserratus 87-88-89-91| Cok Yillik| US North Dakota
20 | Helianthus heterophyllus 95 Cok Yillik|  US Alabama
21 |Helianthus hirsutus 97-99 Cok Yillik|  US Oklahoma
22 | Helianthus laciniatus 102-105 | Cok Yillik US Texas
23 | Helianthus laevigatus 107-109 | Cok Yillik US Virginia
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24 | Helianthus longifolius 111-113 | Cok Yillik US Georgia
25 | Helianthus maximiliani 114-116 | Cok Yillik|  US Kentucky
26 | Helianthus mollis 120-124 | Cok Yilhk|  US Missouri
27 | Helianthus neglectus 127-130 | Tek Yillik| US New Mexico
28 | Helianthus niveus subsp. canescens 131 Tek Yillik US Arizona
29 | Helianthus nuttallii 136 Cok Yillik| Canada Alberta
30 |Helianthus nuttallii subsp. nuttallii 138-141 | Cok Yillik US Oregon
31 |Helianthus nuttallii subsp. rydbergii 144 Cok Yillik| US North Dakota
32 | Helianthus occidentalis subsp. Cok Yillik

plantagineus 148-149 US Texas
33 | Helianthus paradoxus 150-151 | Tek Yillik US Texas
34 | Helianthus pauciflorus 152-154 | Cok Yillik| Canada Manitoba
35 |Helianthus pauciflorus subsp. Cok Yillik

subrhomboideus 160-162 US lowa
36 | Helianthus petiolaris 164 Tek Yillik US Missouri
37 | Helianthus petiolaris subsp. Tek Yillik

petiolaris 168-169 US New Jersey
38 |Helianthus porteri 182 Tek Yillik US Georgia
39 | Helianthus praecox 184 Tek Yillik US Texas
40 | Helianthus praecox subsp.hirtus 185 Tek Yillik US Texas
41 | Helianthus praecox subsp. praecox 186 Tek Yillik US Texas
42 | Helianthus praecox subsp. runyonii 188 Tek Yillik US Texas
43 |Helianthus pumilus 191 Cok Yillik|  US Colorado
44 | Helianthus radula 197 Cok Yillik US Florida
45 | Helianthus resinosus 198 Cok Yillik|  US Mississippi
46 | Helianthus salicifolius 203 Cok Yillik US Kansas
47 | Helianthus silphioides 207-208 | Cok Yillik|  US Arkansas
48 | Helianthus simulans 212 Cok Yilhk US Georgia
49 | Helianthus smithii 214-216 | Cok Yillik| US North Carolina
50 |Helianthus strumosus 223 Cok Yillik US Indiana
51 | Helianthus tuberosus 231 Cok Yillik| US South Dakota
52 | Helianthus winteri 237 Cok Yillik|  US California
53 | Helianthus laetiflorus 239 Cok Yillik US Virginia
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3.2 Yontem
3.2.1 Cimlendirme

Calisma i¢in temin edilen aygigegi tiirlerine ait tohumlar petri kaplarina 10-15 adet
olacak sekilde ekilmistir. Tohumlarin lizerine 25 ppm etafon (yapay bitki biiyiime
diizenleyicisi) ilave edilmistir. 26°C bekletilen tohumlar distile su ile durularak ozonlu su
icerisine alinmistir.  Petrilerin {izerine sort no ve tlrlerin isimleri yazilmistir ve

¢imlendirmek {izere uygun kosullarda bekletilmistir. (Sekil 3.1, Sekil 3. 2)

Sekil 3.1. Petri kaplarina alinan tohumlar- Tohumlara etafon eklenmesi

Cimlenmeye baglayan tiirler icinde torflu toprak bulunan viyollere aktarilmigtir
(Sekil 3.3). Toprakta yeterli miktarda biiyliyen bitkiler daha sonra yabani aygicegi
koleksiyon bahgesine aktarilmistir. Bu bahcede yetisen tiirlerden alinan yapraklar

caligmada kullanilacak materyali saglamistir.
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Sekil 3. 2. Tohumun ¢imlenmesi

Sekil 3.3. Cimlendikten sonra viyollere alinan tohumlar
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3.2.2 DNA izolasyonu

Tiiplere alinan yaprak dokularina 3 mm metal bilye eklenmis ve tiipler s1v1 azota
daldirilmistir. Dokular bilye ve doku pargalayict (RETSCH MM400) ile toz seklinde
hazirlanmistir. Toz sekline gelen dokulara gDNA izolasyonu yapmak amaciyla
NORGEN Plant/Fungie DNA Isolation Kit (Product#26200) protokolii uygulanmuistir.
Metotta asagidaki adimlar takip edilmistir.

1. Orneklere 500 pl lizis tamponu ve 1 pL RNAase A eklenmistir.

2 10 dakika 65°C su banyosunda bekletildi. Bu asamada ornekler araliklarla ters yiiz

edilmistir.

3. 100 pL Binding Buffer eklenmis ve 5 dakika buzda bekletilmistir.

4. 2 dakika 14000 rpm’de santrifiij edilip filtreler araciligiyla siipernatant alinmistir.
5. Alnan siipernatant kadar %70 etanol eklenip vortekslenmistir.

6. 650 uL gri kolonlu (filtre) tiiplere eklenmistir.

7. Tiipte kalan DNA’lar alttaki siviy1 atip tekrar eklendi ve 10.000 rpm’de 1 dakika

santrifiij edilmistir.

8. Alt fazlar dokiiliip 500 pL Solution WN eklendi ve 14.000 rpm’de 1 dakika santrifii

edilmistir.

9. Ardindan tekrar alt fazlar dokiiliip 500 pL Wash Solution A eklendi ve tekrar 14.000

rpm’de 1 dakika santrifiij edilmis ve daha sonra bu adim tekrarlanmistir.

11. Tiiplere hi¢bir sey eklemeden 14.000 rpm’de 2 dakika santrifiij edilmistir.
12. Elution tiiplere isimleri yazilip gri kolonlar bu tiiplere alinmistir.

13. 70 puL Elution Buffer B eklenip 5 dakika oda sicakliginda bekletilmistir.
14. 10.000 rpm’de 5 dakika santrifiij edilmistir.

15. Ornekler kalite ve konsatrasyonlar dl¢iilmek iizere kaldirilmistir.
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3.2.3 DNA Konsantrasyon Olgiimii ve Kalite tayini

OPTIZEN NanoQ Spektrofotometresi kullanilarak orneklerin OD260 nm’de
ng/ul biriminde DNA miktarlar1 olgtilmistiir (Cizelge 4.1). Sonrasinda Orneklerin
0D260/0D280 nm’deki absorbans oranlar ile safliklarina bakilmastir.

3.2.4 SSR Markirlarinin Belirlenmesi

Calismada tiire 6zgli olmasi, yliksek polimorfizm gostermesi, genomda sik
tekrarlanmasi gibi 6zelliklerinden dolayr SSR markirlar ile calisilmistir. Yapilan literatiir
calismalar1 sonucunda tiir i¢i ayrimi saglayacak 14 farkli markir belirlenmistir. Secilen

SSR markirlarina ait bilgiler ¢izelge de sunulmustur (Cizelge 3.2).

Cizelge 3.2. Kullanilan markirlar ve 6zellikleri

Markir | Primer leri Primer Geri Tekrar Allel
Kodu motifleri Aralig1 (bg)
ORS3 | CATTTGGATGGAG | GATGAAGATGGG | (Ao 107-148
09 CCACTTT GAATTTGTG

ORS3 | TGAAGAAGGGTT | GCATTGGGTTCAC | (CT)w2(AC): | 185-198
31 GTTGATTACAAG CATTTCT 3

ORS3 | CCAACGGTGATGT | GTTCTCCTGGATA | (AC)11 100,216,550
81 AACTAGGAA GCTCGACA

ORS3 | CACGTCCTAAATT | CCAAGACCTCCGT | (AT)9(GT)10 | 298

98 AAGTAGGAACGA | TGAGCTAT (AT)2(GT)s

ORS4 | TCATATGGAGGGA | AAGCAACCATAAT | (GT)1s 375-393
23 TCTGTTGG GCATCAGAA

ORS6 | GTAAACCCTAGGT | ATCTCCGGAAAAC | (AG)1s 204-247
13 CAATTTGCAG ATTCTCG

ORS7 | CTGGATAAAGATG | GGACCCACCAAGA | (AG)13 252-296
88 GGATAAAGAGAG | TTTGTTTT

ORS8 | TCGAAAACGACTA | GAGCATGAACAA | (AC)11 224-249
87 ATCCAACTTTC GAATTGACACA
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ORS8 | GCCACGTATAACT | CGAATACAGACTC | (AC)1s 323-341
99 GACTATGACCA | GATAAACGACA

ORS1 | TAACGTGTGCAGG | TGCAAATAATAAG | (GT)13(GA) | 250,300,32
120 | TCTGTCTAAA ATAATGACCGATT | 16 1,400,600
ORS9 | CCTCCTAGGGTGT | TCGAACTCTGGCT | (GT)w 340

63 GAGGATGAG CTTGTAGTTG

ORS1 | CCAAACCGTCATG | AGTGTGATTGCGA | (CT)e 204

043 | TTCTATGTTC ATTGTAGTGC

ORS6 | CGGGTTGGATATG | CCTTTACAAACGA | (AG)1s 314

62 GAGTCAA AGCACAATTC

ORS2 (GGT),

43

3.2.5 PCR Analizleri

Yaprak dokularindan saflagtirilan gDNA’lar 14 adet markir ile PCR islemine tabi
tutulmustur (Sekil 3.4). PCR sirasinda kullanilan bilesenler ve konsantrasyonlari (Cizelge

3.3)’de verilmistir.
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Sekil 3.4. PCR hazirlig

Cizelge 3.3. PCR uygulamasinda kullanilan reaksiyon bilesenleri

PCR Icerigi (15pl) Final Miktar:
Master Mix(2X) 10ul

Primer F(10mM) 0.5ul

Primer R(10mM) 0.5ul

H20 Tul
gDNA(30ng/mL) 2ul

PCR reaksiyonlart hacmi 15 pL olacak sekilde hazirlanmistir. Her bir primer
icin PCR reaksiyonuna negatif kontrol ilave edilmistir. Primerler i¢in uygun reaksiyon

kosullar1 asagida verilmistir (Cizelge 3.4, Cizelge 3.5 ve Cizelge 3.6).
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Cizelge 3.4.Lokuslariin ¢ogaltimi i¢in uygulanan PCR agamalar1

Sicaklik(°C) Siire Dongii (Cycle)
94 3 dakika 1
94 45 saniye
(Tm)  (53-53-49-59-52-56) 45 saniye 35
72 45 saniye
72 Sdakika 1

Cizelge 3.5.0RS1043 markir1 i¢in uygulanan PCR adimlari

Sicaklik (°C) Siire Dongii (Cycle)
95 3 dakika 1
95 30 saniye
64 40 saniye 7 tekrar
72 45 saniye | (her tekrarda -1°C)
94 30 saniye
58 40 saniye 33 tekrar
72 1 dakika
72 5 dakika 1

Cizelge 3.6. ORS662 markiri i¢in uygulanan PCR adimlari

Sicaklik (°C) Siire Dongii (Cycle)
95 3 dakika 1
95 30 saniye
64 30 saniye 7 tekrar
72 30 saniye | (her tekrarda -1°C)
95 30 saniye
58 30 saniye 33 tekrar
72 30 saniye
72 3dakika 1
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3.2.6 Kapiler Elektroforez

PCR sonrast SSR lokuslarina ait DNA fragmentleri boyut analizi i¢in kapiler
elektroforez cihazina yiiklenmistir (AATI Fragment Analyzer) (Sekil 3. 5). 1/5 oraninda
dilution buffer ile sulandirilmig, PCR {irtinleri 96’11 plate’lere yerlestirilmistir. 1-500 bp
arasindaki DNA fragmentlerinin analiz edilmesi i¢in DNF-905 dsDNA 905 Reagent Kiti
ve kite ait olan ’DNF-905-55 - DNA 1-500bp.mthds’’ metodu segilerek drnekler cihaza
alinmistir. DNA fragmentleri 80 dakika boyunca 9,0 kV elektrik akiminda birbirinden

ayrilmistir. Elektroforez islemi sonrasi elde edilen veriler exel dosyasina kaydedilmistir.

Sekil 3. 5. Calismada kullanilan kapiler elektroforez cihazi

3.2.7 Verilerin Islenmesi ve Dendrogramin Olusturulmasi

Kapiler elektroforez sonucu elde edilen her bir markir lokusuna ait allel
bliytikliikleri uygun formatta tablo haline getirilmistir. Taranan tiim ay¢icegi materyaline
ait 12 farkli SSR markirina ait allellerin frekanslari GenAlex 6.5 programi kullanilarak
tek tek hesaplanmustir. Ortaya cikan allel bulgular istatistiksel olarak degerlendirilip,
genetik uzaklik ve benzerlik matriksleri olusturulmustur (Sekil 4. 11, Sekil 4. 13).
Benzerlik matrikslerine dayali UPGMA dendrogami ise DarWin ile olusturulmustur
(Sekil 4. 12).
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BOLUM 4

BULGULAR

4.1. gDNA izolasyonu {le Tlgili Sonuclar

49 adet Helianthus tiirinden c¢alismada kullanilmak amaciyla yaprak
dokularindan gDNA izolasyonu yapilmistir. Elde edilen gDNA’larin konsantrasyon
Olgtimleri spektrofotometre de yapilmis ve kayit altina alinmistir (Cizelge 4.1). Genel

olarak kaliteli DNA elde edildigi goriilmiistir.

Cizelge 4.1. Genomik DNA spektrofotometre sonuglari

3 114 ng/uL 141 301 ng/uL
9 398 ng/uL 144 224 ng/uL
14 148 ng / uL 149 693 ng/uL
23 104 ng / uL 150 478 ng/uL
27 211 ng/uL 152 147 ng/uL
33 98 ng/uL 162 113 ng/uL
36 366 ng / uL 164 311ng/uL
40 137 ng/uL 168 690 ng /uL
46 165 ng/ uL 183 570 ng/uL
55 678 ng / uL 184 388 ng/uL
63 476 ng/ uL 185 380 ng/uL
67 122 ng/uL 186 371ng/uL
68 56 ng / uL 187 280 ng /uL
77 260 ng/ uL 191 185ng/uL
89 293 ng/ uL 196 324 ng/uL
95 148 ng / uL 198 345ng/uL
99 641 ng/uL 203 511ng/uL
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105 401 ng/uL 207 68ng / uL
109 160 ng / uL 212 127 ng/uL
113 50ng/uL 216 74 ng/uL
116 96 ng / uL 223 85ng/uL
124 826 ng / uL 224 98 ng/uL
130 551 ng/uL 237 144 ng/uL
131 322 ng/uL 239 86 ng/uL
136 261 ng/uL

4.2. Kapiler Elektroforez Sonuclar:

Yabani ayg¢igegi tiirleri arasindaki genetik iliskinin saptanmasi amaciyla 14 farkl
markir (Cizelge 3.2) taranmistir. Daha sonra her bir markira ait markir lokuslar1 kapiler
elektroforez cihaziyla 6l¢iilmiistiir. Yapilan caligmalar sonucu 6 adet primer polimorfizm
gostermedigi ve tekrarlanmasina ragmen diizgiin sonu¢ elde edilemedigi igin
degerlendirmeye alinmamis ve c¢alismaya dahil edilmemistir (Sekil 4.9, Sekil 4. 10).
ORS243, ORS398, ORS899, ORS1120, ORS963, ORS613 ve diger 8 primer ile
(ORS309, ORS331, ORS381, ORS423, ORS1043, ORS788, ORS887, ORS662) her bir
tirde iiretilen DNA fragmentleri AATI fragment analyzer cihazinda ayrintili olarak

incelenmistir.
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4.2.1. ORS381 Markin

ORS381 markiri ile yapilan ¢alisma sonucu, maksimum 398bp, minimum 126bp
biiyiikliigiinde olmak tizere toplam 15 farkl allel goriilmiistiir. Genel olarak 165- 208 bp
araligindaki alleler gozlenmistir (Sekil 4.1). Bu markirin polimorfizm gosterdigi, tiirler

arasi ayirt edici oldugu soylenebilmektedir.

G000
24310 SN-10%
8500 [5)E8: 5H-224
[5§Bd: 5H.207
B000- )63 S8
[1)F5: SN-27
7300 [1JF3: SN-14
[1)F1: SN-3-ORS5381
T000-
6500~ 3
6000~ 4
5500~
; -
§ 5000 o~
i
g o ¥
=]
o
g 4000~
3500+
™
3000- 2 1]
~ H.grosseserratus
2300- . . .' E H.laciniatus
NS —H 8 |
2000-— . .| o l] . H.tuheross
,—__J\\_E /! I{J N H.silphoides
weo- e — e H.exilis
H.carnosus)
1000 i
b e _._;l| A e _H.bolanderi,
m-—__h_—____ — \‘-H- H.argophyllus,
0- . H.agretis
? ]
Size {bjl]
Nilkleotid (bp)

Sekil 4.1. ORS381 markirt ile elde edilen farkli allelere ait DNA fragmentleri
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4.2.2. ORS309 Markir1

ORS309 markiri ile yapilan galisma sonucunda maksimum 270 bp, minimum 106

bp biiyiikliigiinde olmak tizere 15 farkli allel goriilmiistiir. Genel olarak 109- 135 bp

araliginda pikler gézlenmistir (Sekil 4.2).

2000+

B000-

o
4
T

6
———

H.tuberosus

H.zalicifolius

H.praecox subsp.praecox

o .
I ,'.! H.giganteus|
o~ H.cusickii|
S —
. H.argophyllus
J\_g\_-__ H.califgrojcus
8
Size (bp)

BJES: SN22 L
(BIE4: SNEI}! DR 5309
(5)09: SN166-0R 5309
(B8 SNE-ORFI0P

[2JAB: SNAD-ORSI09
[2)A3: SN14-ORSI09
[2)A6: SN33-OR5303

Sekil 4.2. ORS309 markiri ile elde edilen farkli allelere ait DNA fragmentleri
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4.2.3. ORS788 Markin

ORS788 markir ile yapilan ¢alismada, maksimum 289bp, minimum 230bp
biiyiikliigiinde olmak tizere 24 allel goriilmiistiir. Genel olarak bakildiginda piklerin 250-
265bp araliginda oldugu gozlenmistir (Sekil 4.3). Bu markir ile oldukga kaliteli sonuglar
elde edilmistir ve tiir i¢i ayrimi saglayabildigi diisiiniilmektedir.

S)E1: SN2OT-ORSTEE
[4)010: 54138
[4)D5: SH185
[HCH: SN150

[1)A3: SN4E

u [1pAS: SNZT
$500 [1}A1: SN3-DORSTEE

63

Floresan 15uma siddet
RFU

. ,..|I/ y . H.winteri
7 \ E \ -
[ ] 8 Hesilphibides
3500- —+ [ \1\ Ny E &
3000 - |I \ T —— Heresingsus_
H.paradoxus |

r——k e
H.maximiliani
_HJ I

1500
. . #"‘x__ J— H.debilis subsp.cucumerifolius
500—— . j\ - H.bglanderi
—t2gretis.

Nuklestid tbp)

Sekil 4.3. ORS788 markiri ile elde edilen farkli allelere ait DNA fragmentleri
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4.2.4. ORS887 Markin

ORS887 markirt ile yapilan calismada maksimum 259bp, minimum 219bp
biiyiikliigiinde olmak iizere 21 farkli allel goriilmiistir. Genel olarak allelerin

biytikliigiiniin 235-250 bp araliginda oldugu gozlenmistir (Sekil 4.4).

32500 Tt [4pG8: SH-224
%ll o [A)F4. ;--‘.
300001 | | = [3)FS: SN-168
| ) [2)ET: SN-136
27500+ _ | 4 [2)ER: s_N-!.n
; | 3 N
[Z¥E4: SN-124
- H.tuberosu
25000 2 [pc10: sN-SS
[P SN-14
22500 H.zmithii
20000 H.petialaris,
g 17500+ H.petiolaris subsp.petiolarig
-
g‘ 15000
= H.nuttallij
Eidd
8 12500
g H.nuttallii subsp.nuttallii
B 100004
) H.neglectus
o] ] ;
S " i H.mollis
5000+ Jl \
_,_—'-'/l : H.decapetalus
2500+
o H.arsophyllus
- 2500~
z z 3
f ] =
s izt (b
NekTS e top)

Sekil 4.4. ORS887 markir ile elde edilen farkli allelere ait DNA fragmentleri
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4.2.5. ORS423 Markin

ORS423 markir ile yapilan ¢alismada genel olarak 214 — 246 bp araliginda pikler
gbzlenmistir. Maksimum 246 bp, minimum 214 bp biiyiikliigiinde olmak iizere 18 allel
gorilmistiir (Sekil 4.5).

5750 |1.|M'- snés
A [1JAE: 5M33
5500 [1)a%: SHaT

. [1JA3: SH14
000 (1} S840
AT50 [1)41: ORS423-583
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P —— ad T e Ho£uSICKI

3500 . o

3250 ‘J'l.lk-

300 p—————— e HucaNOSUE

2750 V o

2250+ 3
A it | R o H.bolanderd
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1750 1\ [‘|I

| H.atrarubens

1250
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00!
150=|
200-
Bl
300

Size (bo)
Nikleotid (bp)

Sekil 4.5. ORS423 markir ile elde edilen farkli allelere ait DNA fragmentleri
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4.2.6. ORS1043 Markiri

Bu markir ile yapilan ¢alisma sonucunda minimum 190bp, maksimum 212bp

olmak iizere toplamda 12 allel gozlenmistir. Allelerin genenl olarak 190-200bp araliginda

oldugu goriilmiistiir (Sekil 4.6)

21962

21000~
20000~
19000~
18000
17000
16000-]
15000-]
14000
13000-]

193
216

{3)C1: SN124-ORS1043
(4)D8: SN196
{4)D5: SN186

{3)C5: SN141
(2)B2: SN68
(1)A6: SN33

184

219

200

Size (bp)

250

Sekil 4.6. ORS1043 markir ile elde edilen farkl: allelere ait DNA fragmentleri
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4.2.7. ORS331 Markin

ORS331 markin ile yapilan ¢alisma da maksimum 216 bp minimum 174 bp
biiyiikliigiinde pikler gériilmiistiir. Anlamli piklerin genel olarak 174-179 bp araliginda
oldugu goriilmektedir (Sekil 4.7). Toplam 10 farkl: allel gozlenmistir.

m_ i519 EM4GE
-« B [54G3: SN168
2000- = [21G8: N39S
[3jHE: 5136
[ {
6000~ .L\ﬂ {8162 SN 164
f | || me [ByG1: DR5331-5N162
[l a: _
5 000 — Ell S A . o Hraduls| [EKG¥ SNEE
a =1 8 -
b g ————— v = ||;__'_'_':—___d_,____ - '__H.petiolariz subsp.petiolaris
i
m f
Eg M\]I L S N H hetarnnhyllys
& |
E 3000~ _ - 'L e H.outtallii
L1
5 J Jl § H.praecox]
T 2000- I| 1
o 4 IE 2 o e H.petiolariz
- 5 J ari:
1000- ~
” :
Size (bp)
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Sekil 4.7. ORS331 markiri ile elde edilen farkl allelere ait DNA fragmentleri

39



4.2.8. ORS662 Markin

Bu markir ile yapilan ¢alisma sonucunda, minimum 140bp, maksimum 332bp
olmak {izere toplamda 19 allel gozlenmistir. Aleller genel olarak 306-325bp araligindadir
(Sekil 4.8).

8564 (4)H3: SN149

(5)F6: SN203
8000~ Q99
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Sekil 4.8. ORS662 markiri ile elde edilen farkli allelere ait DNA fragmentleri
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Sekil 4.9. Calismayan markir goriintiisii (ORS1120).
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Sekil 4. 10. Calismayan markir goriintiisii. (ORS899)
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4.3. Yabani Aycicegi Tiirlerinde SSR Lokuslar: ve Cesitlilik

Kullanilan markirlara ait analizler GenAlex (Peakall veSmouse, 2006) programi

ile yapilmistir (Cizelge 4.2 ve Sekil 4. 11). Analiz edilen 8 SSR markiri igin toplamda
134 allel elde edilmistir. En ¢ok allel (24) ORS788 markirinda goriilmiistiir. Lokus bagina

allel sayis1 16 olarak hesaplanmistir. Her bir markira ait alleller ile, allel frekanslar1 ve

lokuslara ait allellerin taranan 50 gesit arasindaki dagilimi ve PIC degeri (Cizelge 4.2)‘de

verilmistir. DARwin 6.0 programu ile ¢esitler arasindaki genetik benzerlik ve uzaklik

mesafesi Nei 1987°e gore hesaplanmis Neighbor joining yontemi kullanarak cesitlerin

filogenetik iligkilerini ortaya koyan dendrogram olusturulmustur (Sekil 4. 12).

Cizelge 4.2. Kullanilan SSR Markirlarina ait allel bilgileri

Markir | Gozlenen Minimum Allel Maksimum PIC
Allel Biiyiikligii (bg) Allel (Polimorfik Bilgi
Sayisi Biiytikligi (bg) Icerigi)
ORS309 13 106 270 0.846
ORS423 14 214 246 0.89
ORS331 10 174 216 0.799
ORS381 15 126 398 0.909
ORS788 17 230 289 0.899
ORS887 15 219 259 0.881
ORS1043 12 190 212 0.887
ORS662 19 140 332 0.918
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Sekil 4. 11. Allelerin farkl: tiirlerde goriilme sikligt
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Cizelge 4. 3. Cesitlere 6zgii alleler

Tiir SSR Lokusu | Allel Tiir SSR Lokusu | Allel
9 ORS309 125 185 ORS381 210
131 ORS309 110 186 ORS381 164
216 ORS309 124 207 ORS381 212
237 ORS309 116 224 ORS381 184
14 ORS662 306 40 ORS887 232
46 ORS662 608 55 ORS887 258
67 ORS662 315 95 ORS887 236
68 ORS662 140 124 ORS887 222
77 ORS662 234 136 ORS887 238
99 ORS662 310 149 ORS887 220
109 ORS662 332 183 ORS887 254
131 ORS662 312 68 ORS331 195
141 ORS662 300 99 ORS331 87
149 ORS662 286 99 ORS331 187
150 ORS662 462 207 ORS331 196
168 ORS662 320 89 ORS788 280
237 ORS662 290 95 ORS788 246
23 ORS423 228 95 ORS788 249
89 ORS423 250 113 ORS788 328
95 ORS423 214 164 ORS788 250
113 ORS423 234 185 ORS788 263
116 ORS423 244 196 ORS788 264
164 ORS423 230 198 ORS788 248
183 ORS423 235 198 ORS788 253
27 ORS381 208 207 ORS788 274
89 ORS381 220 150 ORS1043 208
99 ORS381 190 152 ORS1043 206
109 ORS381 168 198 ORS1043 186
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BOLUM 5

SONUCLAR ve TARTISMA

Bu calisma; yabani ay¢igegi tiirleri arasindaki iligkilerin belirlenmesi, evrimsel
siirecte tiirlerin birbirlerine olan yakinliklarinin arastirilmasi amaciyla yapilmistir.
Kullanilan markirlar yapilan literatiir arastirmalar1 sonucu belirlenen, tiirler arasi
kullanilabilir olan ve aygigeginde polimorfizm gosterdigi bilinen markirlardir (Cizelge

3.2).

Calismada 14 farkli markir kullanilmistir. Fakat calisilan markirlardan 2’si
materyal yetmediginden, diger ikisi ise diizgiin sonu¢ vermediginden calismadan
cikarilmistir. Hi¢ sonug alinmadigi veya doku yetersizliginden kaynakli ise SN49, SN81,
SN83 (H. debilis subsp silvestris, H. glaucophyllus, H. gracilentus) tiirleri ¢alismaya
dahil edilmemistir. Bu yiizden kalan 49 tiiriin, 8 markir kullanilarak genotiplenmesi

yapilmugtir.

GenAlex ile yapilan analizler sonucunda 49 cesit, toplam 134 allel vermistir. En
fazla allel (19) ORS662 markirinda elde edilmistir. En az allel ise (10) ORS331
markirindan elde edilmistir. Lokus basina allel sayist ortalama 19 olarak hesaplanmistir
(Cizelge 4.2). Bu ¢alismada PIC degeri max ORS662 markirindan 0,918 olarak, min PIC
degeri ise ORS331 markirindan 0,799 olarak bulunmustur. Kullanilan markirlarin

tiimiiniin polimorfik oldugu goriilmiistiir.

DarWin programi kullanilarak gesitler arasindaki genetik benzerlik ve uzaklik
mesafesi hesaplanmis (Sekil 4. 13), Neighbor joining yontemi kullanilarak gesitlerin
filogenetik iliskilerini ortaya koyan dendrogram olusturulmustur (Sekil 4. 12).
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SSR markirlart kullanilarak yapilan molekiiler analiz sonucu elde edilen
dendograma gore tiirler 3 ana gruba ayrilmistir. Olusan 3 ana dalda kendi i¢inde dallara
ayrilmistir. 1. gruba bakildiginda bu grup kendi i¢inde iki dala ayrilmistir, H. resinosus
ile H. silphioides, H. hirsutus ile H. praecox subps hirtus’un yakin akraba oldugu

gorilmistir.

2. grup kendi i¢inde iki alt gruba ayrilmistir. 2. gruba bakildiginda, evrimsel
siirecte ata soydan en erken ayrilan tiiriin H. praecox oldugu goriilmiistiir. Bu tiire en
yakin olan tiir ise H. decapetalus tur. H. laevigatus ile H. paradoxus, H. eggerti ile H.
annus, H.radula ile H.atrorubens tiirlerin daha benzer oldugu gozlenmistir. Yine
2.grubun kendi iginde ayrilan diger dallara bakildigi zaman H. smithii- H. pumilus, H.
simulans-H. divaricatus, H.strumosus- H.praecox subsp.runyonii tiirlerinin birbirine
oldukea yakin oldugu gozlenmistir. 3.grupta yine kendi i¢inde birden ¢ok dala ayrilmistir.
Fakat tek bir dala ayrilip kendi arasinda takson olusturan H. porteri ve H. petiolaris subsp.
petiolaris tiirlerinin digerlerinden ayr1 ve birbirlerine benzer oldugu goriilmistiir. Yine
diger gruplara bakildiginda H. longifolius- H. bolanderi, H. neglectus- H. grosseserratus,
H. salicifolius- H. carnosus birbirine benzer tiirlerdir. Ekili ay¢igegi olarak bilinen H.
annus’a genotipik olarak en yakin tiirin H. eggerti oldugu goézlenmistir. Daha sonra
sirastyla H. pauciflorus, H. decapetalus, H. praecox en benzer tiirlerdir. Ayni alt gruba
ait olduklar i¢in H. radula, H. atrorubens ve H. laciniatus tiirlerininde yakin oldugu

sOylenilebilmektedir.

Daha 6nce yapilan bir calismada 52 SSR markir1 kullanilarak 29 aycicegi tiirliniin
genotiplendirilmesi gergeklestirilmistir. Ortalama PIC degeri 0,72 ¢ikmistir. Yaptiklari
arastirmada ORS381 SSR markirinin PIC degeri 0,96, ORS788 markir1 0,94, ORS887
markirt 0,88 ve ORS1043 markir1 0,86 olarak hesaplanmistir (Markin vd., 2020).
Yiriittiigiimiiz ¢alismada ise polimorfik olarak belirlenen bu markirlar i¢in PIC degerleri
ORS381 i¢in 0,90, ORS788 i¢in 0,899, ORS887 i¢in 0,881 ve ORS1043 i¢in 0,887 olarak
hesaplanmistir. ORS markir1 polimorfizm gostermistir ve PIC degeri 0,96 olarak tespit
edilmistir. Bu markira ait DNA fragmenleri 100,216,550 bg¢ biiyiikliiklerinde
goriilmiistiir. Bu calismada da PIC degeri 0,90 olarak bulunmustur. Caligsmalari

karsilastirdigimiz zaman yakin sonuglar elde edildigi goriilmektedir.
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Yine N.Markin vd. (2020)’nin yaptig1 arastirmada kullanilan ORS398, ORS899
ve ORS243 markirlarinin polimorfizm gosterdigi belirlenmistir. Fakat bu markirlar

yiiriittiigiimiiz ¢alismada timit var nitelikte goriilmemistir.

Darvishzadeh vd. (2010), yaptig1 bir ¢calismada 28 aygigegi genotipi arasindaki
genetik mesafeler basit dizi tekrar1 38 adet SSR markir1 kullanilarak degerlendirilmistir.
Kullanilan markirlar diisiik polimorfizm gdstermistir. Yine ayni arastirmada; ORS613
markir1 i¢in PIC degerinin 0,32 oldugu goriilmiistiir. Fakat yiiriitiilen caligmada kaliteli
sonug elde edilememistir. Diger markirlara bakarsak ise ORS423’iin PIC degerinin 0,49
ve ORS331 markirmin ise 0,34 oldugu ve cok diisiikk oldugu goriilmektedir. Fakat
yiiriitiilen ¢alismada bu degerlerin daha yiiksek oldugu goriilmiis, ORS423 i¢in 0,89 ve
ORS331 i¢in 0,779 olarak hesaplanmistir. Bu farkliligin sebebinin kullanilan materyal

farkliligindan oldugu diisiiniilmektedir.

Daha 6nce yapilan caligsmalara gére bu calisma daha genis kapsamli olup var olan
tlim yabani tiirler ¢alismaya dahil edilmistir. Genotipik olarak daha uzak olan tiirler tespit
edilmistir. Bu sayede daha yiiksek kalitede aygigegi yetistirilmesi adma yapilan
caligmalarda, genetik olarak uzak tiirlerin belirlenip kullanilmasi imkani1 saglanmistir.
Ayni zaman da ay¢icegi tiirleri i¢in ayirt edici markirlar belirlenmistir. Sonug olarak SSR
markirlarin aycicegi tiirlerinde genetik cesitlilik calismalarinda, tiir i¢i ayirt edici nitelikte

oldugu goriilmiistiir.
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OZGECMIS

2019 yilinda Trakya Universitesi Genetik ve Biyomiihendislik béliimiinden
mezun oldum. Daha sonra yine Trakya Universitesi Genetik ve Biyomiihendislik
boliimiinde yiiksek lisansimi bitki iizerinde c¢alisarak tamamladim. Tez caligmam
kapsaminda c¢ogunluklu olarak PCR, DNA izolasyonu, jel elektroforezi ve kapiler
elektroforez yontemlerini kullandim. Ayn1 zamanda yiiksek lisans 6grenciligim siirecinde
bursiyer olarak kanser arastirmalari iizerinde calisan bir sirkette Edirne temsilcisi olarak
biyonumunelerin toplanmasi, islenmesi ve saklanmasi gorevlerinde yer aldim. Bu
gorevim geregi hiicre kiiltiiriinde ¢alisma ve kendimi gelistirme firsatimda oldu. Cesitli

alanlar1 deneyimleyip, gérmeye ve kendimi gelistirmeye a¢igim.

KIiSIiSEL BIiLGILER
Adi1 Soyad: : Simge BAGCI

Yabanci Dil: Ingilizce
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numulerinin toplanmasi, islenmesi ve saklanmasinda sorumlu olarak ¢alistim.)

2022- TUBITAK 1190218 nolu “Yabani Aycicegi Tiirleri ve Tiirleraras1 Melezlerinin
DNA igeriklerinin ve Ploidi Seviyelerinin Akis Sitometrisi Yardimiyla
Belirlenmesi ve bazi Onemli Verim Ogeleri Agisindan Incelenmesi” projesinde

bursiyer olarak calistim.

SEMINERLER & SERTIFiKALAR
2015- 19.Uluslararas1 Ayg¢igegi Kongresi
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