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OZET

AYCICEGI (Helianthus annuus L.’NDE OLEIK ASIT ICERIGININ KASP
MARKORLERI ILE BELIRLENMESI

Aygigegi (Helianthus annuus L.), her tiirlii toprak ve ¢evre kosuluna kolay uyum saglayan
bir bitki olmasi1 sebebiyle lilkemizde ekimi yapilan yagl tohumlu bitkiler igerisinde ekim
alan1 ve tiretim bakimindan ilk sirada yer almaktadir. Yiiksek oleik asit i¢erigine sahip
aycicegi yagi, ozellikle kalp sagligi tizerine olan faydalar1 ve standart aygicegi yagindan
daha stabil olmasini saglayan tekli doymamis yag asitlerince zenginligi nedeniyle yiiksek
talep gormektedir. Yag asidi bilesimi biiyiik dl¢iide aygigeginin genotipik 6zelliklerine
bagli olmakla birlikte, ekolojik 6zellikler ve iklimsel degisiklikler de yag asidi bilesimi
tizerinde etkili olmaktadir. Bu nedenle aygigegi yetistiriciliginde, yiiksek oleik asit
icerigine sahip aycicegi genotiplerinin gelistirilmesi olduk¢a Onemlidir. Kiiltiir
bitkilerinde ¢esit gelistirilmesine yonelik yapilan 1slah ¢alismalarindaki basarida,
ilgilenilen 6zellikler agisindan iyi ebeveynlerin etkin se¢imi, dolayisiyla bitki popiilasyon
yapisinin ve heterogenik gruplarin tanimlanmasi kritiktir. Bu se¢imde yiiksek oleik asit
ozelligiyle iligkili molekiiler markorlerin kullanilmasi, zahmetli ve zaman alic1 geleneksel
yontemlere gore aygigcegi 1slah programini kolaylastirmak i¢in kullaniglt ve hizli bir
aractir. Bu tez calismasinda, ay¢iceginde yiiksek oleik asit igerigi genleriyle iligkili SNP
(Single Nucleotid Polymorphism, Tek Niikleotit Polimorfizmi) markérleri kullanilarak
yiiksek oleik icerigine sahip bireylerin diger diisiik oleik asit i¢erigine sahip bireylerden
KASP (Kompetitive Allele Specific Polymerase Chain Reaction, Kompetitif Allel
Spesifik Polimeraz Zincir Reaksiyonu) analiziyle ayirt edilebilmesi amaglanmistir. Bu
amagla yliksek oleik asit ile baglantili oldugu saptanan FAD2 gen bolgesindeki var-
yasyona dayali OL2 KASP primeri ilk defa bu tez calismasinda kullanilarak 9 farkli ebe-
veyn kombinasyonu ve bu kombinasyonlara ait toplam 248 F bireyinin oleik asit durumu
etkin bir sekilde taranmistir. Elde edilen allelik ayrim sonuglar1 degerlendirildiginde, bu
primerin biitiin kombinasyonlarda yiiksek ve diisiik oleik bireyleri ayirma giicline sahip
oldugu belirlenmistir. Sonu¢ olarak; bu ¢aligma, yiiksek oleik asit 6zelligi gosteren
aycicegi hibritlerinin SNP tabanli KASP markdr sistemlerinin kullanimiyla hizli ve etkin
bicimde tanimlanabilme, boylelikle de aycicegi 1slah programlarinda kullanilma

potansiyelini gostermektedir.



ABSTRACT

DETERMINATION OF OLEIC ACID CONTENT IN SUNFLOWER (Helianthus
annuus L.) BY KASP MARKERS

Sunflower (Helianthus annuus L.) is a plant that adapts easily to all kinds of soil and
environmental conditions, so its cultivation area and production are among the oilseed
plants cultivated in our country. Sunflower oil, with its high oleic acid content, is in high
demand in the market, especially because of its benefits on heart health and its richness
in monounsaturated fatty acids that make it more stable than standard sunflower oil.
While the fatty acid composition largely depends on the genotypic characteristics of
sunflower, ecological characteristics and climatic changes also affect the fatty acid
composition. Therefore, it is very important to develop sunflower genotypes with high
oleic acid content in sunflower cultivation. Effective selection of good parents in terms
of traits of interest, and therefore, identification of plant population structure and
heterogenic groups is critical in the success of breeding studies for cultivating cultivars.
The use of molecular markers associated with high oleic acid trait in this selection is a
useful and quick tool to facilitate sunflower breeding program compared to the laborious
and time-consuming traditional methods. In this thesis, it is aimed to distinguish
individuals with high oleic content from other individuals with low oleic acid content by
KASP (Kompetitive Allele Specific Polymerase Chain Reaction) analysis by using SNP
(Single Nucleotide Polymorphism) markers associated with high oleic acid content genes
in sunflower. For this purpose, the OL2 KASP primer based on the variation in the FAD2
gene region, which was found to be associated with high oleic acid, was used for the first
time in this thesis study, and the oleic acid status of 9 different parent combinations and
a total of 248 F, individuals belonging to these combinations were effectively screened.
When the obtained allelic discrimination results were evaluated, it was determined that
this primer had the power to discriminate high and low oleic individuals in all
combinations. As a result, this study demonstrates the potential for rapid and efficient
identification of high oleic acid sunflower hybrids using SNP-based KASP marker

system, thus their use in sunflower breeding programs.



SEMBOLLER
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KISALTMALAR
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RAPD : Random Amplified Polymorphic DNA (Rastgele Cogaltilmis Polimorfik
DNA)

RFLP . Restriction Fragment Length Polymorphism (Restriksiyon Fragmenti

Uzunluk Polimorfizmi)

RNA : Riboniikleik asit

RNase : Ribonuclease (Riboniikleaz)

rpm : Rotation per minute (Dakikadaki devir sayisi)

SNP : Single Nucleotid Polymorphism (Tek Niikleotit Polimorfizmi)
SSR : Simple Sequence Repeat (Basit Dizi Tekrarlari)

T.C. : Turkiye Cumhuriyeti

yy. : Yiizyil
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1. GIRIS

1.1. Helianthus annuus L.

Aygigegi olarak bilinen Helianthus annuus L., ¢esitli kullanim alanlariyla diinyanin en
onemli yagli tohum bitkilerinden biridir. Ay¢icegi, Latin dilinde Helianthus olarak bilinir
ve Eski Yunancada giines anlamina gelen “helios” ve ¢i¢ek anlamina gelen “anthos”
kelimelerinden tiiremistir. Kuzey Amerika orijinli olarak bilinen aygigegi, Asteraceae
familyas1 Helianthus cinsi iginde olup (Tablo 1.1) bu cins yaklasik 70 tiirden

olusmaktadir. Helianthus cinsinin temel kromozom sayis1 17 olmakla birlikte bu say1

diploidi, tetraploidi ve hekzaploidi olmasina gore farklilik gosterir (Hu ve ark., 2010).

Tablo 1.1 Aygigegi bitkisinin taksonomik siniflandirilmasi (ITIS, 2020)

Alem Plantae (Bitkiler)
Alt Alem Viridiplantae (Yesil Bitkiler)
Asagi Alem Streptophyta (Kara Bitkileri)

Siiper Boliim | Embryophyta

Boliim Tracheophyta (Vaskiiler Bitkiler)
Alt Boliim Spermatophytina (Tohumlu Bitkiler)
Simif Magnoliopsida

Siiper Takim | Asteranae

Takim Asterales

Familya Asteraceae (Papatyagiller)

Cins Helianthus L. (Aygigegi)

Tiir Helianthus annuus L. (Aygicegi)

Sekil 1.1 Helianthus annuus L. (Raw Earth Colors, 2020)

Aygcigegi, 3 m’ye kadar, sar1 yaprakl ¢icekleriyse 4 cm’ye kadar uzayabilir (Sekil 1.1).
Kokleri liflidir. Meyveleri 3-6 mm uzunlugunda gri-kahverengi renkli “achen” tiptedir.
Yillik ortalama 6°C - 28°C araliginda yasayabilir (Dwivedi ve Sharma, 2014). Bir yillik,
sar1 ¢icekli, otsu bir kiiltiir bitkisi olan aycgicegi golgeleri sevmez; gegirgen ve nemli ya
da kuru toprag1 ve giinesli ya da yar1 golgeli bolgeleri tercih eder. Donlara ve kurakliga
kars1 dayaniklidir. Cayir ve tarlalarda goriiliir. Kumlu ve tinli topraklarda yetigir. Govdesi
dik ve tiylidiir; yapraklar genis, tirtikli, kaba ve genellikle alternattir; ¢ok sayida bes

petalli ¢igek goriiliir. Disaridaki cigekler petalleri andirir ve bunlara ray ¢icekgikleri denir.



Merkezdeki ¢igeklere disk ¢igekleri denir, meyveleri bunlar olusturur. Disk cigekler spiral
bi¢cimde dizilmistir. Ci¢ekler hermafrodittir (FAO, 2020).

1.2. Helianthus annuus L.’un Onemi ve Kullamim Alanlar:

Yaklagik 5000 yildir tarim bitkisi olarak yetistirilen ay¢icegi, ilk olarak Meksika’da daha
sonra Giliney ve Kuzey Amerika kitalarinda yetistirilmeye baslanmistir. Amerika
kitalarinin kesfinden sonra Ispanyollar aycicegi tohumlarini Avrupa’ya tasimustir.
18.yy.’da Ruslar aycicegi yaginin kullanimini yayginlastirmis, 19.yy. baslarindan itibaren
Rusya’da aycicegi yagi sektoriine biiyiik 6nem verilmistir. Boylece yag elde etme amagh

yetistirilen aygigegi, bir endiistri bitkisi olarak biitiin diinyaya yayilmistir (FAO, 2020).

Aycicegi, yiiksek miktarda yag icerdiginden ¢ok dnemli bir yag ve protein kaynagidir
(Hu ve ark., 2010). Diinya bitkisel yag liretiminde 6nemli bir paya sahip olan ay¢igegi
tilkemizde en fazla tarimi yapilan yag bitkisi ve yag sanayimizin ana hammaddesidir.
Diinya genelinde yagli tohumun %11’ini temsil ederken, 2014’te yayimlanan Birlesmis
Milletler Gida ve Tarim Orgiitii’niin raporuna gére, Tiirkiye’de bitkisel yag iiretiminin
%A47’sini saglar (Kdsoglu ve ark., 2017).

Yag ve yag asitlerinin insan sagligi ve yag kalitesi tizerindeki etkileri giderek 6nemli hale
gelmis ve son yillarda yag asitleri lizerindeki ¢calismalar hiz kazanmustir. Bitkisel yaglarda
oleik asit oraninin artmasiyla bir¢ok kalp ve damar hastaliklarinin 6nlendigi, oksidasyona
kars1 direncin arttig1 ve buna bagl olarak kalitenin yiikseldigi tespit edilmistir. Bitkisel
yaglarda oleik asit miktar1 artis1, yag kalitesini ylikseltmek i¢in 6nemli bir hedef haline

gelmistir.
1.3. Ayciceginde Oleik Asit Icerigi ve Kalitim

Cesitli hayvansal ve bitkisel yaglarda dogal olarak bulunan bir yag asidi olan oleik asit;
kimyasal olarak, tekli doymamis omega-9 yag asidi olarak siiflandirilir. Oleik asit ismi

yag anlamina gelen Latince “oleum” kelimesinden tiiremistir (Bailey ve Bailey, 1929).

Bitkisel yaglarda, yag asit iceriginin genetik etmenlerle arasindaki iliski konusunda
bircok ¢alisma yapilmistir. Aycigegi yagindaki yiiksek oleik asit igeriginin OL1, OL2 ve
OL3 adli 3 gen ile iliskili oldugu belirtilmistir (Haddadi ve ark., 2010).

Oleik/linoleik asit oran1 yliksek olan bitkisel yaglar oksidasyona daha direngli, raf dmrii

daha uzun ve tat gelisimi daha olumlu oldugu i¢in oleik/linoleik asit oran1 yiiksek olan



bitkisel yaglar kizartmalarda tercih edilmektedir (Petros ve ark., 2009; Barkley ve ark.,
2011). Bitkisel yemeklik yaglarin kalitesi oleik (omega-9), linoleik (omega-6) ve
linolenik (omega-3) yag asitlerinin kompozisyonuyla iligkilidir (Mohsennia ve Jalilian,
2012). Oleik ve linoleik asit bitkisel yaglarda 6nemli yag asitleri olmakla birlikte oksidatif
stabilite gibi 6zelligi etkilemektedir (Suresha ve ark, 2012).

Oleik asit orani yiiksek olan bitkisel yag elde etmek icin FAD2 geninin mutasyona
(Pervenet mutasyonu) ugramis allel secimli yagl tohum yetistirilmesi basit bir stratejidir
(Shirasawa ve ark., 2012). FAD2 geninin allellenmesi sonucunda aygigegi tohumunun
oleik asit oran1 %29’dan %84’e, kanola tohumunun oleik asit oran1 %57’den %89’a, soya
tohumunun oleik asit oran1 %24’ten %84’e ve yer fistig1 tohumunun oleik asit oran1 ise

%55’ten %76’ ya kadar yiikseltilmistir (Wilson, 2012).
1.4. Aygicegi Islahinda Markor Destekli Seleksiyon

Islah, tarimda birey kontrolii i¢cin onay alan baskin direng genlerinin olusturulmasina
dayanmakta olup tercih edilen niteliklere sahip melezleri elde etmek i¢in bitkileri
caprazlama yoluyla yapilir. Molekiiler 1slah teknikleri, gelisen teknolojinin yardimiyla
geleneksel 1slahi desteklemek igin gelismistir, bu da biitge ve zaman kazanimini
saglamaktadir. Molekiiler 1slah, genetik olarak bagisik hibritlerin tanimlanmasini ve
kayda deger neslin belirlenmesini miimkiin kilar. Bu sayede tarim endiistrisinde istenilen

niteliklere sahip hibrit bitkiler yayginlasmaktadir (Gascuel ve ark., 2017).

Geleneksel yontemlerle karsilagtirildiginda, MAS (Marker Assisted Selection, Markor
Destekli Seleksiyon)’in molekiiler 1slahta umut verici bir uygulama oldugu ve bitki
1slahinin etkinligini arttirmak i¢in molekiiler markorlerin kullanilabilecegi belirtilmistir

(Kim ve ark., 2016).

Molekiiler markorler, genomda herhangi bir gen bdlgesi veya gen bolgesiyle iliskili DNA
parcasidir (Devran, 2003). Bu markorler, familyalarin genetik ve karakter haritalarinin
olusturulmasindan, tir ayrimi1 ve teshislerine kadar birgok farkli amacla

kullanilabilmektedir (Rafalski, 2002).

Molekiiler markorlerin baslicalart sunlardir; RFLP (Restriction Fragment Length
Polymorphism, Restriksiyon Fragmenti Uzunluk Polimorfizmi), RAPD (Random
Amplified Polymorphic DNA, Rastgele Cogaltilmis Polimorfik DNA), AFLP (Amplified
Fragment Length Polymorphism, Cogaltilmig Fragment Uzunluk Polimorfizmi), SSR
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(Simple Sequence Repeat, Basit Dizi Tekrarlari) ve SNP (Single Nucleotide
Polymorphism, Tek Niikleotit Polimorfizmi) (Staub ve ark., 1996).

Her birinin avantajlar1 ve dezavantajlar1 bulunmaktadir. Ornegin, RFLP ydntemi igin ¢ok
fazla miktarda DNA’ya ihtiya¢ duyulur, pahali ve zaman gerektiren bir markor sistemidir.
Diger yandan sonuglariysa oldukga giivenilirdir ve genetik a¢idan heterozigot/homozigot
ayrimini (kodominant markdor) yapabilir (Ahn ve Tanksley, 1993). RAPD, temelde PZR
(Polimeraz Zincir Reaksiyonu)’ye dayanir. Teknigi uygulamak basit ve hizlidir. Ayrica
teknigi kullanmak i¢in dizi analizine ihtiya¢ yoktur. Fakat yalnizca dominant markorler
olusturulmasi ve PZR reaksiyonundaki kiiglik degisikliklerde bile sonuglarin etkilenmesi
buna bagli olarak sonuglarin tekrarlanabilir olmamasi dezavantajlarindandir (Williams ve

ark., 1990).

Bu bakimdan amacimiz dogrultusunda en avantajli oldugunu diislindiigimiiz markor
sistemi SNP markoriidiir. Bu markor tiirii oncelikle yiiksek ¢iktili (high-throughput)
dizileme tabanli markor olmasi dolayisiyla sonrasinda tek niikleotit dizi farkliliginin
genomda en ¢ok gozlemleyebildigimiz polimorfizm tiirii olmasi dolayisiyla, daha detayli
bir ¢alisma elde etmemize zemin hazirlamaktadir. SNP’ye baglh belirtegler, molekiiler
genetikteki bilgilerin artisiyla ve beraberinde gelen karmasik veri tabanlariyla birlikte en

cazip markor sistemlerinden biridir (Mammadov ve ark., 2012).

SNP’ler bir genomda insersiyonlar, delesyonlar veya baz ¢ifti degisikligi olarak bulunan
nokta mutasyonlaridir. SNP’ler, diger DNA markorleriyle karsilagtirildiginda ¢ok
avantajlidir. Bir genomda SNP’lerin bollugu, istenen lokusta SNP’lerin se¢iminde
esneklik saglar. SNP’lerin bir baska avantaji, jel bazli markorlere kiyasla, biiyiik
popiilasyonlarin yogun emek gerektirmeden hizli bir sekilde taranmasidir (Lai ve ark.,
2005; Thomson, 2014).

HO (High Oleic Acid, Yiiksek Oleik Asit) genotiplerini LO (Low Oleic Acid, Diisiik
Oleik Asit) genotiplerinden ayirmak igin RAPD veya SSR gibi molekiiler markor

tipleriyle gesitli aycicegi hatlar1 ve melezleri ¢aligilmistir.

Dehmer ve Friedt (1998), HO ve LO genotiplerini ayirt etmek icin RAPD markorlerini
(OP-AC10 ve OP-F15) kullanmiglardir. Nagarathna ve arkadaslar1 (2011), yiiksek oleik
asit taramasina RHA hatlari, cms hatlari, inbred'ler ve germplazm hatlar1 dahil olmak

tizere 350 civarinda aygigegi genotipi segmisler ve bu aycicegi hatlarint HO igerigi



acisindan genotiplemek amaciyla HO PZR spesifik fragmentini (N1-3F / N2-1R)
belirlemiglerdir. Calisma sonucunda, spesifik bir banda (800-900 bp) sahip olan
genotiplerin yiiksek oleik igerik gosterdigini bildirmislerdir. Singchai ve arkadaslari
(2013), diisiik ve yiiksek oleik igeren aygigeklerini tanimlamak i¢in 34 ORS primer seti,
2 HA primer seti ve N1-3F / N2-1R primer i¢eren 37 SSR primeri taramislardir. 37 SSR
primerinden, N1-3F / N2-1R iceren 10 SSR primeri, yiiksek ve diisiik oleik i¢eren hatlar
arasinda farklilasan bantlar belirlemisler ve aycicegi 1slah programi igin faydal
olabilecek yiiksek oleik asit Ozelligine bagli daha fazla genetik markorlerin

tanimlanmasinin miimkiin oldugunu bildirmislerdir.

Rauf ve arkadaslar1 derlemelerinde (2017), aygicegi ¢ekirdegi yagi igeriginin
tyilestirilmesi ve ampirik ve ileri molekiiler 1slah yontemleri ile kalitesini degistirmedeki
ilerlemenin belirlenmesine odaklanmistir. Aygigegi yagi igeriginin ve Kkalitesinin,
diinyanin ¢esitli yerlerinde ampirik se¢im yontemleri ve mutasyon 1slah programlariyla
degistirildigi bilinmektedir. Biyoteknolojik yontemlerle ortaya ¢ikan farkli transgenler,
aycicegi yagi iginde yeni uzun zincirli yag asitleri iretebilir. Aygicegi yaginin
biyomiihendisligi, biyodizel veya biyoplastikler gibi c¢esitli endiistriyel iiriinlerde
kullanilmasina izin verebilir. Bu sonuglar, ge¢mis ve mevcut aycicegi yagi kalitesini
degistirme egilimlerinin, yagli tohumlu bir mahsul olarak daha da genislemesi i¢in gerekli

oldugunu gostermistir.

Bu tez calismasi, aygiceginde HO ve LO genotiplerini ayirt etmek igin daha giivenilir ve
hizli bir yontem olan KASP (Kompetitive Allele Specific Polymerase Chain Reaction,

Kompetitif Allel Spesifik Polimeraz Zincir Reaksiyonu) analiziyle gerceklestirildi.

1.4.1. KASP (Kompetitif Allel Spesifik Polimeraz Zincir Reaksiyonu)
MAS calismalarinda, yiiksek verimli analiz icin c¢esitli mikroarray temelli analizler
kullanilmigtir. Floresan isaretli markor ger¢ek zamanl (real time) olarak “plate reader”

tarafindan taranabilir.

KASP genotipleme yontemi, insersiyon ve delesyon gibi SNP’lerin tanimlanmasini ve
hesaplanmasini saglayan yeni, homojen ve floresans bazli bir uygulamadir (He ve ark.,

2014).



KASP analizine dayali teknoloji (Sekil 1.2), PZR sistemiyle ve bu sistemin FRET
(Fluorescence Resonance Energy Transfer, Floresans Rezonans Enerji Transferi)
kasetlerinin kombinasyonuyla iliskilidir. FRET kasetleri, eslesmeden oOnce sinyal
olusumunu durdurmak i¢in spesifik oligo kuyruklart ve “complementary quencher
molecules” olan FAM (Fluorescein amidite, Floresin amidit) ve HEX (Hexachloro
fluorescein, Heksakloro floresin) floresan etiketli boyalardan olusmustur. Iki
isaretlenmemis ASP (allele-specific primer, allel-spesifik primer), reaksiyonun diger kilit
noktasidir. Primerlerin uzama kismi birebir ayni olup, “quencher” molekiil bu uzamalarin
tamamlayict dizisine sahiptir. PZR dongiilerinin sonunda, kullanilan primerler sinyal
frekans1 tizerinden tanimlanir. PZR’nin ilk dongiisiinden sonra, primerlerin uzama
kisimlari ikiye katlanir ve FRET boyasina tamamlayici olan dizi olusur. Ikinci déngiide,
floresan etiketli boyalar amplifiye edilmis primer uzatma dizisi ve floresan sinyal
formlartyla bir araya gelmek i¢in “quencher” molekiiller salinir. Bu sinyaller, gercek

zamanli PZR cihazi veya “plate reader” kullanilarak tespit edilir.
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Sekil 1.2 KASP analizine dayali teknolojinin sinyal tiretimi asamasini gosteren diyagram
(Sahin, 2018)



KASP, SNP genotiplemesi i¢in %90 uygundur ve diger yaklasimlardan daha giiglii ve
diisiik maliyetlidir. Ayrica, ornek sayist ve SNP sayisi agisindan da giivenilir,
tekrarlanabilir ve esnektir (LGC group, 2020).

Son zamanlarda KASP analiziyle, bugday (Chhetri ve ark., 2017; Tan ve ark., 2017), soya
fasulyesi (Shi ve ark., 2015), misir (Semagn ve ark., 2014), piring (Thomson ve ark.,
2014) ve yer fistigi (Khera ve ark.,, 2013) MAS arastirmalarinda SNP markérleri

kullanilarak ¢alismalarda bulunulmustur (K6soglu ve ark., 2017).

Bu tez ¢alismasinda, KASP analiziyle ay¢iceginde yiiksek oleik asit igerigi genleriyle
iligkili SNP markorleri kullanilarak yiiksek oleik icerigine sahip bireylerin diger diisiik
oleik asit igerigine sahip bireylerden ayirt edilebilmesi amaglanmistir. Bu ¢aligmayla
kullanilan SNP markorlerinin KASP analizi i¢in optimizasyonu saglanip aygigegi 1slah
programlarina destek olacak veriler elde edilmistir. HO gen bolgelerine ait SNP
markorleri kullanilarak gergeklestirilen KASP analizi sonucunda HO ve LO igerigine
sahip ebeveynlere ait F2’lerin oleik asit durumlar1 degerlendirilmis ve tiim ebeveynlerin
kombinasyonlarina ait F2’lerin oleik asit durumlar1 belirlenmistir. Oleik asit ile baglantili
oldugu saptanan FAD2 gen bolgesindeki varyasyona dayali OL2 KASP primeri ilk defa
bu tez ¢aligmasinda kullanilarak 9 farkli ebeveyn kombinasyonu ve bu kombinasyonlara

ait toplam 248 F. bireyinin oleik asit durumu etkin bir sekilde taranmuistir.



2. MATERYAL ve YONTEM
2.1. Bitki Materyalinin Eldesi

Bu tezde, bitki materyali olarak Edirne’de bulunan T.C. Tarim ve Orman Bakanligi
Trakya Tarimsal Arastirma Enstitlisi Mudirligi bilinyesinde tarlaya ekilen farkli
Helianthus annuus L. hatlarinin 2 haftalik yapraklari kullanildi ve genomik DNA

izolasyonu gergeklestirilinceye kadar -80 °C’de muhafaza edildi.

Bitki materyali olarak kullanilan Helianthus annuus L. hatlar1 oleik asit igerigi yoniiyle
diisiik ve yiiksek oleik icerigine sahip hatlar olarak secildi. Daha sonra bu hatlar
kullanilarak kombinasyonlar olusturuldu (Tablo 2.1).

Tablo 2.1 Bitki materyali olarak kullanilan Helianthus annuus L. hatlarina ait

ebeveynlerin oleik asit igerigi durumlar1 ve olusturulan ebeveyn kombinasyonlari

Yiiksek Oleik Diisiik Oleik Kombinasyonlar
Asit I¢erigine Asit Icerigine RHA419 x COLOMBI
Sahip Sahip RHA419 x OLIVA
Ebeveynler Ebeveynler HA442 x COLOMBI
RHA419 VINIIMK VINIIMK x OLIVA
COLOMBI P64L.C108 VINIIMK x COLOMBI
OLIVA P64GA46 HA458 x P64L.C108
HA442 P64LC53 RHA419 x P64G46
RHA437 HA458 RHA437 x COLOMBI
RHA419 x P64LC53

2.2. Genomik DNA izolasyonu

Tarladan kesilerek toplanan ve paketlenen (Sekil 2.2) Helianthus annuus L. bitkisinin
taze yaprak dokulari genomik DNA izolasyonu isleminde kullanilincaya kadar -80°C

derin dondurucuda saklandi.



Sekil 2.1 Genomik DNA izolasyonu i¢in 6rnek alimi: Yaprak dokusunun kesilmesi

(solda) ve paketlenmesi (sagda)

Helianthus annuus L. bitkisinin yapraklar1 kullanilarak gergeklestirilen genomik DNA
izolasyonu CTAB (Doyle ve Doyle, 1987) yontemi modifiye edilerek kullanildi. Buna

gore gerekli soliisyonlar (Tablo 2.2)’de verilmistir.

Tablo 2.2 Genomik DNA izolasyonunda kullanilan kimyasal soliisyonlarin isimleri,

i¢erikleri, miktarlar1 ve hazirlanislari

Soliisyon Icerik ve Miktarlar Hazirlamis1

Tim malzemeler karistirildiktan
sonra, elde edilen soliisyon,
20 mM Na-EDTA (pH: 8) | CTAB’in  ¢oziilmesi icin 60
Ekstraksiyon 100 mM Tris-HCI (pH: 8) | °C’de karistirildi ve 37 °C’de

Tamponu (CTAB) | 1.4 M NaCl inkiibe edildi. Kullanilmadan
%2 (W/v) CTAB once, i¢ine konsantrasyonu %0,2
olacak sekilde B-merkaptoetanol
eklendi.
Kloroform:Oktanol | Kloroform Kloroform ve oktanol 24:1
24:1 (vIv) Oktanol oraninda hazirlandi.

Kullanim i¢in hazir olarak temin

RNase A 10 mg/ml edildi.

Uvygulanan yontemin basamaklar1 asagidaki gibidir;

. Her 6rnekten yaprak dokusu (100 mg) tartild.
o Tartilan yapraklar 2 ml’lik santrifiij tiiplerine aktarildi.
o “Retsch® MM 400~ vibrasyonlu o6giitiicii kullanilarak sivi nitrojen ve metal

toplarin yardimi esliginde fiziksel par¢alamayla toz haline getirildi.
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Her 6rnek i¢in, 750 uL CTAB (Cetyltrimethylammonium Bromide) soliisyonu ve
10 mg toz PvP (Polyvinyl pyrrolidone) karistirilarak eklendi ve iyice karistirilarak
¢oziilmesi i¢in 60 °C’ye 1sitild1 ve ayni sicaklikta 25 dk. siireyle inkiibe edildi.
CTAB-PvP soliisyonuna %0,2 3-merkaptoetanol eklendi ve 60 °C’de 40 dk. siireyle
inkiibe edildi. Tiipler 5 dk. araliklarla alt-iist edildi.

Inkiibasyon sonrasi Ornekler oda sicakhigina sogutulup iizerine 450 pul
kloroform:oktanol karigimi eklenip 20-25 defa alt-iist edilerek karistirildi.
Ornekler 13.000 rpm’de oda sicakliginda 15 dk. siireyle “Sigma 3-30KS” santrifiij
cihaz1 kullanilarak santrifiij edildi.

Santrifiij sonrasi list faz (siipernatant) temiz bir santrifiij tiiptine transfer edildi.
Toplanan st fazin (slipernatant) iizerine %2 hacim oraninda 5 M NaCl eklenip
karistirildiktan sonra 2 hacim oraninda %95°1lik EtOH eklenip 4-6 °C’de genomik
DNA’nin ¢6kmesi saglandi.

Coken genomik DNA o6rnekleri 5 dk. siireyle “Sigma 3-30KS” santrifiij cihazi
kullanilarak santrifiij edildi ve iist faz (siipernatant) atild1 ve pellet {izerine 500 pl
%75°1ik EtOH eklenerek yikama gerceklestirildi.

Genomik DNA 0Ornekleri 13.000 rpm’de “Sigma 3-30KS” santrifiij cihazi
kullanilarak 10 dk. siireyle santrifiij edilerek elde edilen pelletler oda sicakliginda
“Eppendorf AG Concentrator Plus 5301 cihazi kullanilarak kurutuldu.

Genomik DNA 6rnekleri 150-200 ul niikleazsiz su igerisinde ¢oziiliip ierisine 2-3
ul RNAse (2U) eklenip 30 °C’de 30 dk., 60 °C’de 10 dk. siireyle inkiibe edildi.
Izole edilen genomik DNA’lar kalitatif ve kantitatif analiz edilinceye kadar -20
°C’de tutuldu.
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2.3. Genomik DNA Miktarmin ve Kalitesinin Ol¢iimii

Genomik DNA miktari, saflig1 ve KASP analizinde kullanilacak sulandirma oranlarinin
hesaplanmasi i¢in spektrofotometre prensibiyle c¢alisan “Qubit® 2.0 Fluorometer”
cihazinda “Qubit™ dsDNA (double stranded) BR Assay Kit” icerigindeki “Buffer” ve
“Reagent” yardimiyla gerceklestirildi.

Her bir 6rnek i¢in 199 pL “Buffer” ve 1 uL “Reagent” kullanildi ve 200 pL’lik karisim
bir tiipte hazirlandi. Baska bir tiipe bu karisimdan 198 uL alinarak iizerine daha 6nce

genomik DNA izolasyonu gergeklestirilip 4 °C’de bekletilen stok DNA’dan 2 uL eklendi.

Hazirlanan soliisyon oda sicakliginda 10-15 dk. karanlikta bekletildikten sonra cihazda
miktar ve kalite 6l¢timleri yapildi. Sonuglar ng/uL olacak sekilde tablolar olusturuldu ve
her bir 6rnek igin bu tablo sonuglari esas alinarak C1.V1=C2.V2 formiiliiyle stok

DNA’larin sulandirilma oranlar1 hesaplandi.

Miktar1, safligt ve KASP analizinde kullanilacak sulandirma oranlariin hesaplanmasi
icin “Qubit® 2.0 Fluorometer” cihazi kullanilarak olg¢iilen genomik DNA o6rnekleri 2
ng/pL olacak sekilde sulandirildi, %0,8’lik agaroz jele yiiklendi ve goriintiilendi. Daha

sonra KASP analizinde kullanilmak iizere -20°C’de muhafaza edildi.
2.4. KASP (Kompetitif Allel Spesifik Polimeraz Zincir Reaksiyonu) Analizi

Genomik DNA ornekleri, KASP analizinde kullanilmak tizere DNA konsantrasyonlari

sulandirilarak -20 °C’de muhafaza edildi.

KASP analizlerinin basariyla gerceklesebilmesi igin SNP primerleri kullanildi. Bu
primerlerden “SNP_OL_1C1”, “SNP_OL_1F1” ve “SNP_OL_1F2” primerleri pozitif
kontrol olarak PZR’nin g¢alisip c¢alismadigim1  gosterirken “SNP_OL_2C1”,
“SNP_OL_2N_F1” ve “SNP_OL_2N_F2” primerleri ise HO geninin varhigm
gostermektedir. Boylelikle bu geni tasiyan drnekler PZR’de 1s1ma yapip gen varligim
gosterirken, bu geni tasimayan Ornekler PZR olmayacak ve sonucunda da isima
yapmayacaktir. Bu kurguyla planlanan SNP primerlerinin dizileri Tablo 2.3’teki gibidir.
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Tablo 2.3 KASP analizinde kullanilan SNP primerleri ve dizileri

SNP Primerleri

Niikleotit Dizileri

SNP_OL_1C1 | GTTGCAGGATTGGGGTCTTGTGTTT

SNP OL 1F1 GAAGGTGACCAAGTTCATGCTTTCTGGTTTCGTAA
- - ATATAAATAAAGCAAA

SNP OL 1F2 GAAGGTCGGAGTCAACGGATTTCTGGTTTCGTAAA
- - TATAAATAAAGCAAG

SNP_OL_2C1 | CTGTCCATTCCGTTCCTTTCTGGTT

SNP_OL_2N_F1

GAAGGTCGGAGTCAACGGATTATTGTAAACACTTT
TATGCTTAGACCAC

SNP_OL_2N_F2

GAAGGTGACCAAGTTCATGCTATATATTGTAAACA
CATTTTATGCTTAGACCAT

Her bir KASP analizi igin “MicroAmp™ Optical 96-Well Reaction Plate” (96 kuyucuklu
reaksiyon plakalari)) ve oOrneklerin yiizeyini kapatmak igin “MicroAmp™ Optical
Adhesive Film” (optik yapiskan filmler) kullanildi. “StepOnePlus™ Real-Time PCR
Systems” cihazi kullanilarak KASP analizi gerceklestirildi. “Assay Mix”, iki allele 6zgii
ileri primerleri ve bir yaygin (geri) primer igerir. “Master Mix”in i¢inde reaksiyon

tamponu, Taq polimeraz enzimi ve dNTP’ler gibi PZR bilesenlerinin yan1 sira FAM ve

HEX gibi floresan boyalar1 da bulunduran FRET kasetleri de yer almaktadir.

Caligilan o6rnek sayisina gore Tablo 2.4’teki miktarlar g6z Oniinde bulundurularak

reaksiyon bilesen miktarlar1 hesaplanda.

Tablo 2.4 KASP reaksiyon bilesenleri ve miktarlari

Bilesenler Hacimler (unL)

Master Mix 10

Assay Mix 0,28
DNA o6rnegi (2 ng/uL) 10

Hazirlanan “Master Mix” ve “Assay Mix” karisimi 10,28 puL., DNA 6rnekleri ise 10 uL
olacak sekilde kuyucuklara dagitildi. Plaka, optik yapiskan film ile kapatilip 6rneklerin

kuyucuklarin dibine inmesi i¢in 1000 rpm hizda 30 saniye boyunca santrifiij yapildi.

Daha sonra, KASP cihazinda Tablo 2.5’teki protokol uygulandi ve PZR gergeklestirildi.
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Tablo 2.5 Uygulanan KASP protokoliiniin adimlari.

Adimlar Sicakhik | Zaman
PZR oncesi okuma 30°C 1 dk.
Bekleme evresi 94°C 15 dk.
89,2°C 20 sn.
3 | 10 tekrar
61°C 1 dk.
94°C 20 sn.
4 | 26 tekrar
57°C 1 dk.
5 | PZR sonrasi okuma 30°C 1 dk.
6 | Son sicaklik 4°C 0

PZR sonucunda, “StepOnePlus™ Real-Time PCR Systems” cihazinin bagli oldugu
bilgisayarda “Applied Biosystems’ StepOne™ Software” programi kullanilarak allelik
ayrim grafikleri elde edildi ve grafikler degerlendirildi.
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3. BULGULAR ve TARTISMA

Bu tez caligmasinda, KASP analiziyle Helianthus annuus L. bitkisinde yiiksek oleik asit
genleriyle iligkili SNP markdrleri kullanilarak, yiliksek oleik asit igerigine sahip bireylerin
diger bireylerden ayirt edilebilmesi amaglandi. Bu ¢alisma sonucunda, kullanilan SNP

markdrlerin KASP analizi i¢in optimizasyonu saglandi.
3.1. Bitki Materyali

Bu calismada Edirne’de bulunan T.C. Tarim ve Orman Bakanligi Trakya Tarimsal
Arastirma Enstitiisii Midiirligi biinyesinde tarlaya ekilen farkli Helianthus annuus L.
hatlar1 materyal olarak kullanildi. Bu hatlar, ilgili karakter yoniiyle diisiik ve yiiksek oleik
asit igerigine sahip ebeveyn kombinasyonlarini ve bu kombinasyonlara ait F> bireylerini
(Tablo 3.1) igermektedir.

Tablo 3.1 Tarladan toplanip bitki materyali olarak kullanilan ebeveyn kombinasyonlari

ve bu kombinasyonlara ait F2 bireyleri

Toplam
EPeveyn F2 Igirey F2 Bireyleri
Kombinasyonlari
Sayisi
RHA419 x COLOMBI 15 71,72,73,74,75, 81, 82, 83, 84, 85, 151, 152, 153, 154, 155
RHA419 x OLIVA 5 76, 77,78, 79, 80
HA442 x COLOMBI 15 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99, 100
101, 102, 103, 104, 105, 106, 107, 108, 109, 110, 111, 112, 113,
114,115,116, 117, 118, 119, 120, 121, 122, 123, 124, 125, 126,
127,128, 129, 130, 131, 132, 133, 134, 135, 136, 141, 142, 143,
144,145, 146, 147, 148, 149, 150, 151, 152, 153, 154, 156, 157,
VINIIMK X OLIVA % 158, 159, 160, 171, 172,173,174, 175,176,177, 178, 179, 180,
181, 182, 183, 184, 185, 186, 187, 188, 189, 190, 191, 192, 193,
194, 195, 196, 197, 198, 199, 200, 201, 202, 203, 204, 205, 206,
207, 208, 209, 210
VINIIMK x COLOMBI 10 161, 162, 163, 164, 165, 166, 167, 168, 169, 170
HAA458 x P64LC108 10 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30
61, 66, 67, 68, 69, 70, 76, 77, 78, 181, 182, 183, 184, 185, 186,
RHA419 x P64G46 19 187, 188, 189, 190
91, 92, 93, 94, 96, 97, 98, 99, 100, 101, 102, 103, 104, 105, 106,
107,108, 109, 110, 111, 112, 113, 114, 115, 211, 212, 213, 214,
RHA43T x COLOMBI >4 215, 216, 217, 218, 219, 220, 221, 222, 223, 224, 225, 226, 227,
228, 229, 230, 231, 232, 233, 234, 235, 241, 242, 243, 244, 245
126,127,128, 129, 130, 131, 132, 133, 134, 135, 136, 137, 138,
RHAAL9 x P64LCS3 25 139, 140, 141, 142, 143, 144, 145, 146, 147, 148, 149, 150
Toplam 248
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3.2. Genomik DNA Miktarinin ve Kalitesinin Analizi

DNA izolasyonu sonrasinda ebeveyn Ornekleri %0,8’lik agaroz jele yiiklenerek
goriintiilendi (Sekil 3.1) ve KASP analizinde kullanilmak {izere 2 ng/uL olacak sekilde
sulandirilarak -20°C’de muhafaza edildi.

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

e Bl AR B B A B oB. o

500 kb

Sekil 3.1 KASP analizlerinde kullanilan ebeveyn genotiplerine ait genomik DNA’lar; 1:
RHA437; 2: COLOMBI; 3: P64G46; 4: HA458; 5: HA442; 6: OLIVA; 7: VINIIMK; 8:
RHAA419; 9: P64LC53; 10: P64LC108; M: 1kb.

“Qubit®2.0 fluorometer” cihazi kullanilarak konsantrasyonlari dlgiilen ebeveyn

orneklerinin DNA miktarlar1 Tablo 3.2°de verilmistir.

Tablo 3.2 CTAB protokolii ile DNA izolasyonu gergeklestirilen Helianthus annuus L.

ebeveynlerine ait “Qubit®2.0 fluorometer” cihaziyla 6lgiillen DNA konsantrasyon

(ng/uL) degerleri
- Kon. % Kon. % Kon. % Kon.
Ornek ng/ul, Ornek ng/ul, Ornek ng/ul, Ornek ng/ul,
RHA419 224 HA458 56,3 COLOMBI 170 P64L.C108 86,1
OLIVA 151 P64G46 600 HA442 287 RHA437 318
VINIIMK 510 P64L.C53 610

“Qubit®2.0 fluorometer” cihazi kullanilarak konsantrasyonlar1 o6lgiilen ebeveyn

kombinasyonlarina ait F2 6rneklerinin DNA miktarlar1 Tablo 3.3’te verilmistir.
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Tablo 3.3 CTAB protokolii ile DNA izolasyonu gergeklestirilen Helianthus annuus L.
ebeveyn kombinasyonlarinin F> bireylerine ait “Qubit®2.0 fluorometer” cihaziyla

Olctlilen DNA konsantrasyon (ng/uL) degerleri

F2 Kon. F2 Kons. F2 Kons. F> Kons. F2 Kons.

NI RES Bireyi | ng/uL | Bireyi | ng/uL | Bireyi | ng/pL | Bireyi | ng/pL | Bireyi | ng/pL

71 122 72 79 73 52 74 98 75 407

gglf\élMngl 81 13 | 8 | 45 | 83 | 72 | 84 | 19 | 8 | 109
151 | 138 | 152 | 126 | 153 | 284 | 154 | 174 | 155 | 32,4
Rgf‘l‘t}zx 76 64 | 77 | 64 | 78 | 116 | 79 | 202 | 80 | 282
86 60 | 87 | 282 | 8 | 105 | 89 | 209 | 90 | 198
C%’t‘gl\zﬂél o1 | 117 | 92 | 184 | 93 | 111 | 94 | 111 | 95 | 39
96 88 | 97 | 300 | 98 | 359 | 99 | 250 | 100 | 960
101 | 118 | 102 | 690 | 103 | 194 | 104 | 129 | 105 | 156
106 | 48 | 107 | 274 | 108 | 52 | 100 | 201 | 110 | 87
111 | 61 | 112 | 52 | 113 | 143 | 114 | 850 | 115 | 99
116 | 560 | 117 | 191 | 118 | 210 | 119 | 64 | 120 | 590
120 | 23 | 122 | 78 | 123 | 530 | 124 | 259 | 125 | 80
126 | 73 | 127 | 30 | 128 | 78 | 129 | 50 | 130 | 224
131 | 91 | 132 | 77 | 133 | 254 | 134 | 203 | 135 | 54
136 | 84 | 141 | 50 | 142 | 48 | 143 | 63 | 144 | 247
145 | 166 | 146 | 58 | 147 | 79 | 148 | 59 | 149 | 308
VIR X | 150 | 155 | 151 | 142 | 152 | 73 | 153 | 900 | 154 | 73

156 219 157 204 158 209 159 173 160 193

171 76 172 164 173 129 174 131 175 67

176 44 177 101 178 100 179 32 180 132

181 76 182 168 183 85 184 62 185 510

186 151 187 148 188 840 189 96 190 103

191 87 192 130 193 70 194 740 195 780

196 115 197 374 198 520 199 180 200 47

201 159 202 71 203 63 204 57 205 242

206 276 207 309 208 247 209 348 210 245

VINIIMK x 161 278 162 365 163 279 164 86 165 275

COLOMBI 166 449 | 167 63 168 | 160 | 169 | 540 | 170 | 700
HA458 X 21 123 | 22 111 | 23 200 | 24 | 231 | 25 | 261
P64LC108 26 889 | 27 | 60,7 | 28 406 29 227 30 139
61 104 | 66 144 | 67 123 | 68 | 306 | 69 | 66,1

RHA419 x 70 117 | 76 | 601 | 77 119 | 78 | 164 | 181 | 495
P64G46 182 237 | 183 | 307 | 184 | 510 | 185 | 840 | 186 | 62,9

187 131 188 108 189 129 190 207
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Tablo 3.3 (Devam) CTAB protokolii ile DNA izolasyonu gergeklestirilen Helianthus
annuus L. ebeveyn kombinasyonlarinin F> bireylerine ait “Qubit®2.0 fluorometer”

cihaziyla 6l¢iilen DNA konsantrasyon (ng/uL) degerleri

F2 Kon. F2 Kons. F2 Kons. F> Kons. F2 Kons.

NI RES Bireyi | ng/uL | Bireyi | ng/uL | Bireyi | ng/pL | Bireyi | ng/pL | Bireyi | ng/pL

91 252 92 44,7 93 102 94 59,5 96 27,6

97 123 98 217 99 137 100 159 101 78,8

102 77,9 103 202 104 25,9 105 27,8 106 56,4

107 29,7 108 95,1 109 83,3 110 275 111 97,2

112 111 113 424 114 279 115 152 211 50,8

OUASSTX | 212 | 281 | 213 | 277 | 214 | 128 | 215 | 208 | 216 | 138
217 | 610 | 218 | 252 | 219 | 780 | 220 | 646 | 221 | 153
222 | 97 | 223 | 460 | 224 | 140 | 225 | 119 | 226 | 299
227 | 113 | 228 | 224 | 229 | 201 | 230 | 355 | 231 | 183
232 | 322 | 233 | 663 | 234 | 125 | 235 | 865 | 241 | 126
242 | 855 | 243 | 133 | 244 | 313 | 245 | 153
126 | 227 | 127 | 133 | 128 | 154 | 129 | 163 | 130 | 115
131 | 541 | 132 | 180 | 133 | 183 | 134 | 170 | 135 | 289

A esa | 136 | 817 | 137 | 281 | 138 | 671 | 139 | 17,9 | 140 | 236

141 466 142 219 143 382 144 135 145 341

146 135 147 237 148 10,4 149 128 150 256
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3.3. KASP (Kompetitif Allel Spesifik Polimeraz Zincir Reaksiyonu)

10 farkli ebeveyn ile olusturulan 9 farkli kombinasyona ait toplam 248 adet F bireyi
analiz edildi. KASP analizinin gergeklestigi “StepOnePlus™ Real-Time PCR Systems”
cihazinin bagli oldugu bilgisayarda “Applied Biosystems’ StepOne™ Software” yazilim
programi kullanilarak allelik ayrim grafikleri ve allelik frekanslar (Tablo 3.4) elde edildi

ve grafikler bu frekans verileri dogrultusunda degerlendirildi.

Grafiklerin tamaminda kirmizi ve mavi noktalar ebeveynleri sembolize ederken; yesil
noktalar o ebeveynlere ait HO F; bireylerini, carpi isaretleri yine o ebeveynlere ait LO F»
bireylerini, siyah kareler ise negatif kontrolleri temsil etmektedir.

Tablo 3.4 Ebeveyn kombinasyonlari ve bu kombinasyonlara ait F2 bireylerinin oleik asit

durumlar1 ve bu bireylere ait allelik frekans verileri

Kombinasyon .Ebeve.yrjlerln ve b2 Allel 1 Frekans1 | Allel 2 Frekansi
bireylerinin durumlari
RHA419 High-Oleic 0.1242 0.4407
RHA419 X COLOMBI High-Oleic | -0.0109 0.2051
COLOMBI | 5F, High-Oleic -0.0117 - 0.3227 | 0.2798 - 0.3277
10 F, Low-Oleic -0.0340 —-0.0142 | 0.0175 — 0.0430
RHA419 High-Oleic 0.7316 0.0568
RHA419 x : .
S OLIVA High-Oleic 0.4871 0.0373
5 F, Low-Oleic 0.0486 — 0,6124 | -0.0725 —0.0131
HA442 High-Oleic 1.1123 0.2315
HA442 X COLOMBI High-Oleic | 1.2378 0.1937
COLOMBI | 14 F, High-Oleic -0.0156 — 1.2945 | 0.0223 — 0.2227
1 F2 Low-Oleic -0.0160 0.0278
VINIIMK Low-Oleic | -0.1316 -0.0350
VINIIMK x | OLIVA High-Oleic -0.0691 0.0031
OLIVA 14 F, High-Oleic -0.0850 — 0.1113 | -0.0287 — 0.5227
81 F, Low-Oleic -0.1433—0.7446 | -0.0609 — 0.3020
VINIIMK Low-Oleic | 1.1568 0.2191
VINIIMK x | COLOMBI High-Oleic | 1.2378 0.937
COLOMBI | 5F, High-Oleic 0,0473-1,2768 | 0,034 - 0,2151
5 F, Low-Oleic 0,9109 — 12190 | 0,2066 — 0,2324
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Tablo 3.4 (Devami) Ebeveyn kombinasyonlart ve bu kombinasyonlara ait F2 bireylerinin

oleik asit durumlar1 ve bu bireylere ait allelik frekans verileri

Kombinasyon |  Eoeveynlerinve Pz 1y 1y prekanst | Allel 2 Frekanst
bireylerinin durumlari
HA458 Low-Oleic 1.9392 0.1929

HA458 x _

P6ALC108 P64L.C108 Low-Oleic 1.8384 0.1178
10 F2 Low-Oleic 0.9307 —2.2195 | 0.0574 —0.1706
RHA419 High-Oleic 1.4887 0.1167

RHA419 x .

A P64G46 Low-Oleic 1.4444 0.1161
19 F2 Low-Oleic 0.1828 —2.2846 | 0.0374 —0.3537
RHA437 High-Oleic -0.0194 0.4921

RHA437 x COLOMBI High-Oleic | -0.0352 0.3688

COLOMBI 33 F, High-Oleic -0.0801—0.4172 | 0.0963 — 1.0007
21 F, Low-Oleic -0.1419 - 0.0018 | -0.0431 —0.0001
RHA419 High-Oleic -0.0564 0.1703

RHA419 x .

SRR P64LC53 Low-Oleic -0.0560 -0.0044
25 F2 Low-Oleic -0.0995 — 0.1045 | -0.0326 — 0.0310
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Analiz edilen kombinasyon: RHA419 x COLOMBI

Bu kombinasyona ait 15 F2 bireyinden 5 tanesinin HO, 10 tanesinin ise LO igerigine sahip
oldugu KASP cihazinin bagh oldugu bilgisayarda goriintiilenen asagidaki grafiklere

(Sekil 3.2) gore belirlenmis olup bu bireylerin oleik asit durumlar1 Tablo 3.5’te ayrica

verilmisgtir.
. . RHA419
o COLOMBI
High Oleic
X Low Oleic
" Negatif Kontrol
<
st e RHA419
o COLOMBI
X Low Oleic
e . Negatif Kontrol
x [ ]
X
XX><

Sekil 3.2 KASP sonucunda elde edilen RHA419 x COLOMBI kombinasyonuna ait
grafikler
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Tablo 3.5 RHA419 x COLOMBI kombinasyonuna ait F, bireylerinin oleik asit

durumlarini1 (OAD) gosteren KASP analiz sonuglari

Ornek OAD Ornek OAD Ornek OAD
RHA419 Yiksek (High) | COLOMBI | Yiiksek (High) 71 Yiiksek (High)
72 Yiiksek (High) 73 Yiiksek (High) 74 Yiiksek (High)
75 Yiiksek (High) 81 Diisiik (Low) 82 Diisiik (Low)
83 Diisiik (Low) 84 Diisiik (Low) 85 Diisiik (Low)
151 Diisiik (Low) 152 Diisiik (Low) 153 Diisiik (Low)
154 Diistik (Low) 155 Diisiik (Low)

Analiz edilen kombinasyon: RHA419 x OLIVA

Bu kombinasyona ait 5 F> bireyinden 5 tanesinin de LO igerigine sahip oldugu KASP
cihazmin bagli oldugu bilgisayarda goriintiilenen asagidaki grafige (Sekil 3.3) gore

belirlenmis olup bu bireylerin oleik asit durumlar1 Tablo 3.6°da ayrica verilmistir.

0.44

034 [ ] RHA419
. ° OLIVA
X Low Oleic

. Negatif Kontrol

X
¥

Sekil 3.3 KASP sonucunda elde edilen RHA419 x OLIVA kombinasyonuna ait grafik

Tablo 3.6 RHA419 x OLIVA kombinasyonuna ait F, bireylerinin oleik asit durumlarini
(OAD) gosteren KASP analiz sonuglari

Ornek OAD Ornek OAD Ornek OAD
RHA419 | Yiiksek (High) | OLIVA | Yiiksek (High) 76 Diisiik (Low)
77 Diisiik (Low) 78 Diisiik (Low) 79 Diistik (Low)
80 Diisiik (Low)
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Analiz edilen kombinasyon: HA442 x COLOMBI

Bu kombinasyona ait 15 F2 bireyinden 14 tanesinin HO, 1 tanesinin ise LO igerigine sahip
oldugu KASP cihazinin bagl oldugu bilgisayarda goriintiilenen asagidaki grafige (Sekil

3.4) gore belirlenmis olup bu bireylerin oleik asit durumlar1 Tablo 3.7°de ayrica

verilmistir.
° HA442
° COLOMBI
° “le High Oleic
02 X Low Oleic
. Negatif Kontrol
i

0.1 oo 0.1 0.2 03 0.4

Sekil 3.4 KASP sonucunda elde edilen HA442 x COLOMBI kombinasyonuna ait grafik

Tablo 3.7 HA442 x COLOMBI kombinasyonuna ait F2 bireylerinin oleik asit durumlarini
(OAD) gosteren KASP analiz sonuglari

Ornek OAD Ornek OAD Ornek OAD

HA442 Yiiksek (High) | COLOMBI | Yiiksek (High) 86 Yiiksek (High)
87 Yiiksek (High) 88 Yiksek (High) 89 Yiiksek (High)
90 Yiiksek (High) 91 Yiiksek (High) 92 Yiiksek (High)
93 Yiiksek (High) 94 Yiksek (High) 95 Diisiik (Low)
96 Yiiksek (High) 97 Yiksek (High) 98 Yiiksek (High)
99 Yiiksek (High) 100 Yiksek (High)
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Analiz edilen kombinasyon: VINIIMK x OLIVA

Bu kombinasyona ait 95 F> bireyinden 81 tanesinin LO, 14 tanesinin ise HO igerigine
sahip oldugu KASP cihazinin bagli oldugu bilgisayarda goriintiilenen asagidaki grafiklere
(Sekil 3.5) gore belirlenmis olup bu bireylerin oleik asit durumlar1 Tablo 3.8’de ayrica

verilmisgtir.

4 e VINIIMK
e OLIVA
x High Oleic

x  Low Oleic
*  Negatif Kontrol

X

X X oX
e F L

0023 0013 -0.0030 0.0070 0017

0.05

Sekil 3.5 KASP sonucunda elde edilen VINIIMK x OLIVA kombinasyonuna ait grafikler
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Tablo 3.8 VINIIMK x OLIVA kombinasyonuna ait F> bireylerinin oleik asit durumlarini

(OAD) gosteren KASP analiz sonuglari

25

Ornek OAD Ornek OAD Ornek OAD

VINIIMK Diisiik (Low) OLIVA Yiiksek (High) 101 Diisiik (Low)
102 Diisiik (Low) 103 Diistik (Low) 104 Diisiik (Low)
105 Diisiik (Low) 106 Diisiik (Low) 107 Diisiik (Low)
108 Diisiik (Low) 109 Diisiik (Low) 110 Diisiik (Low)
111 Yiiksek (High) 112 Diistik (Low) 113 Yiksek (High)
114 Yiiksek (High) 115 Yiiksek (High) 116 Diisiik (Low)
117 Diisiik (Low) 118 Diistik (Low) 119 Diisiik (Low)
120 Diisiik (Low) 121 Diisiik (Low) 122 Diisiik (Low)
123 Yiiksek (High) 124 Yiiksek (High) 125 Yiiksek (High)
126 Diisiik (Low) 127 Diisiik (Low) 128 Diisiik (Low)
129 Diisiik (Low) 130 Diisiik (Low) 131 Diisiik (Low)
132 Yiiksek (High) 133 Yiksek (High) 134 Yiiksek (High)
135 Diisiik (Low) 136 Yiiksek (High) 141 Diisiik (Low)
142 Diisiik (Low) 143 Diisiik (Low) 144 Diisiik (Low)
145 Disiik (Low) 146 Diisiik (Low) 147 Diisiik (Low)
148 Diisiik (Low) 149 Diisiik (Low) 150 Diisiik (Low)
151 Diisiik (Low) 152 Diisiik (Low) 153 Diisiik (Low)
154 Disiik (Low) 156 Diisiik (Low) 157 Diisiik (Low)
158 Diisiik (Low) 159 Diisiik (Low) 160 Diisiik (Low)
170 Diisiik (Low) 171 Diisiik (Low) 172 Diisiik (Low)
173 Diisiik (Low) 174 Diisiik (Low) 175 Diisiik (Low)
176 Diisiik (Low) 177 Diisiik (Low) 178 Diisiik (Low)
179 Disiik (Low) 180 Diisiik (Low) 181 Diisiik (Low)
182 Diisiik (Low) 183 Diisiik (Low) 184 Diusiik (Low)
185 Diisiik (Low) 186 Diisiik (Low) 187 Diisiik (Low)
188 Disiik (Low) 189 Diisiik (Low) 190 Diisiik (Low)
191 Disiik (Low) 192 Diisiik (Low) 193 Diisiik (Low)
194 Diisiik (Low) 195 Diisiik (Low) 196 Diisiik (Low)
197 Disiik (Low) 198 Diisiik (Low) 199 Diisiik (Low)
200 Diisiik (Low) 201 Diisiik (Low) 202 Diusiik (Low)
203 Diisiik (Low) 204 Diisiik (Low) 205 Diisiik (Low)
206 Diisiik (Low) 207 Yiiksek (High) 208 Yiiksek (High)
209 Yiiksek (High) 210 Diisiik (Low)




Analiz edilen kombinasyon: VINIIMK x COLOMBI

Bu kombinasyona ait 10 F, bireyinden 5 tanesinin HO, 5 tanesinin ise LO igerigine sahip
oldugu KASP cihazinin bagli oldugu bilgisayarda goriintiilenen asagidaki grafige (Sekil

3.6) gore belirlenmis olup bu bireylerin oleik asit durumlar1 Tablo 3.9’da ayrica

verilmisgtir.
L ]
° VINIIMK
° COLOMBI
High Oleic
= x  Low Oleic
0i6 " Negatif Kontrol
X | |
0os X;.
| |

Sekil 3.6 KASP sonucunda elde edilen VINIIMK x COLOMBI kombinasyonuna ait
grafik

Tablo 3.9 VINIIMK x COLOMBI kombinasyonuna ait F. bireylerinin oleik asit

durumlarin1 (OAD) gosteren KASP analiz sonuglari

Ornek OAD Ornek OAD Ornek OAD
VINIIMK | Disiik (Low) | COLOMBI | Yiiksek (High) 161 Diisiik (Low)
162 Diisiik (Low) 163 Diisiik (Low) 164 Diisiik (Low)
165 Disiik (Low) 166 Yiksek (High) 167 Yiksek (High)
168 Yiiksek (High) 169 Yiksek (High) 170 Yiksek (High)
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Analiz edilen kombinasyon: HA458 x P64LC108

Bu kombinasyona ait 10 F> bireyinden 10 tanesinin de LO igerigine sahip oldugu KASP
cihazinin bagli oldugu bilgisayarda goriintiilenen asagidaki grafige (Sekil 3.7) gore

belirlenmis olup bu bireylerin oleik asit durumlar1 Tablo 3.10’da ayrica verilmistir.

e HA458
e P64LC108

x Low Oleic

on | = Negatif Kontrol

Sekil 3.7 KASP sonucunda elde edilen HA458 x P64L.C108 kombinasyonuna ait grafik

Tablo 3.10 HA458 x P64LC108 kombinasyonuna ait F2 bireylerinin oleik asit durumla-
rint (OAD) gosteren KASP analiz sonuglari

Ornek OAD Ornek OAD Ornek OAD

HA458 Diisiik (Low) | P64LC108 | Diisiik (Low) 21 Diisiik (Low)
22 Diisiik (Low) 23 Diisiik (Low) 24 Diisiik (Low)
25 Diisiik (Low) 26 Disiik (Low) 27 Diusiik (Low)
28 Diisiik (Low) 29 Diisiik (Low) 30 Diisiik (Low)
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Analiz edilen kombinasyon: RHA419 x P64G46

Bu kombinasyona ait 19 F» bireyinden 19 tanesinin de LO igerigine sahip oldugu KASP
cihazinin bagli oldugu bilgisayarda goriintiilenen asagidaki grafige (Sekil 3.8) gore

belirlenmis olup bu bireylerin oleik asit durumlar1 Tablo 3.11°de ayrica verilmistir.

&
0.3 .0
e RHAA419
e P64G46
x Low Oleic
* Negatif Kontrol
0.05 gx |

0o 0.05 o1 015 02 0.25

Sekil 3.8 KASP sonucunda elde edilen RHA419 x P64G46 kombinasyonuna ait grafik

Tablo 3.11 RHA419 x P64G46 kombinasyonuna ait F2 bireylerinin oleik asit durumlarin

gosteren KASP analiz sonuglari

Ornek OAD Ornek OAD Ornek OAD
RHA419 | Yiksek (High) | P64G46 | Diisiik (Low) 61 Diisiik (Low)
66 Diisiik (Low) 67 Diisiik (Low) 68 Diisiik (Low)
69 Diisiik (Low) 70 Disiik (Low) 76 Diusiik (Low)
77 Diisiik (Low) 78 Diisiik (Low) 181 Diisiik (Low)
182 Diisiik (Low) 183 Diisiik (Low) 184 Diisiik (Low)
185 Diisiik (Low) 186 Disiik (Low) 187 Diusiik (Low)
188 Diisiik (Low) 189 Diisiik (Low) 190 Diisiik (Low)

28



Analiz edilen kombinasyon: RHA437 x COLOMBI

Bu kombinasyona ait 54 F bireyinden 33 tanesinin HO, 21 tanesinin ise LO igerigine
sahip oldugu KASP cihazinin bagli oldugu bilgisayarda goriintiilenen asagidaki grafiklere
(Sekil 3.9) gore belirlenmis olup bu bireylerin oleik asit durumlar1 Tablo 3.12’de ayrica

verilmisgtir.
017 i e
L ]
015 L] RHA437
s . COLOMBI
] High Oleic
x  Low Oleic
. Negatif Kontrol
0.05 -
X
0.03 )Q(
[ 8
0.35 °
i ° % o RHA437
.. &
ﬁ . COLOMBI
High Oleic
X Low Oleic
. Negatif Kontrol
0.05 X g(
&

Sekil 3.9 KASP sonucunda elde edilen RHA437 x COLOMBI kombinasyonuna ait
grafikler
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Tablo 3.12 RHA437 x COLOMBI kombinasyonuna ait F2 bireylerinin oleik

durumlarin1 (OAD) gosteren KASP analiz sonuglari

asit

30

Ornek OAD Ornek OAD Ornek OAD

RHA437 Yiksek (High) | COLOMBI | Yiiksek (High) 91 Yiiksek (High)
92 Yiiksek (High) 93 Yiksek (High) 94 Yiksek (High)
96 Yiiksek (High) 97 Yiiksek (High) 98 Yiiksek (High)
99 Yiiksek (High) 100 Yiksek (High) 101 Yiksek (High)
102 Yiiksek (High) 103 Yiksek (High) 104 Yiksek (High)
105 Yiiksek (High) 106 Yiiksek (High) 107 Yiiksek (High)
108 Yiiksek (High) 109 Yiksek (High) 110 Yiksek (High)
111 Yiiksek (High) 112 Yiiksek (High) 113 Yiiksek (High)
114 Yiksek (High) 115 Yiksek (High) 211 Diisiik (Low)
212 Diisiik (Low) 213 Diisiik (Low) 214 Diisiik (Low)
215 Disiik (Low) 216 Diistik (Low) 217 Diisiik (Low)
218 Diisiik (Low) 219 Diisiik (Low) 220 Diisiik (Low)
221 Yiiksek (High) 222 Yiiksek (High) 223 Diisiik (Low)
224 Yiiksek (High) 225 Yiksek (High) 226 Diisiik (Low)
227 Diisiik (Low) 228 Diisiik (Low) 229 Diisiik (Low)
230 Diisiik (Low) 231 Diisiik (Low) 232 Diisiik (Low)
233 Diisiik (Low) 234 Diisiik (Low) 235 Diisiik (Low)
241 Yiiksek (High) 242 Yiksek (High) 243 Yiiksek (High)
244 Yiiksek (High) 245 Yiiksek (High)



Analiz edilen kombinasyon: RHA419 x P64L. C53

Bu kombinasyona ait 25 F» bireyinden 25 tanesinin de LO igerigine sahip oldugu KASP
cihazinin bagli oldugu bilgisayarda goriintiilenen asagidaki grafige (Sekil 3.10) gore

belirlenmis olup bu bireylerin oleik asit durumlar1 Tablo 3.13’te ayrica verilmistir.

J RHA419
o P64LC53

x Low Oleic

. Negatif Kontrol

015

X

-0 0.04 0.8 014 0.19

Sekil 3.10 KASP sonucunda elde edilen RHA419 x P64L.C53 kombinasyonuna ait grafik

Tablo 3.13 RHA419 x P64LC53 kombinasyonuna ait F> bireylerinin oleik asit

durumlarini1 (OAD) gosteren KASP analiz sonuglari

Ornek OAD Ornek OAD Ornek OAD
RHA419 Yiksek (High) | P64LC53 | Disiik (Low) 126 Diisiik (Low)
127 Diisiik (Low) 128 Diisiik (Low) 129 Diisiik (Low)
130 Disiik (Low) 131 Diisiik (Low) 132 Disiik (Low)
133 Diisiik (Low) 134 Diisiik (Low) 135 Diisiik (Low)
136 Diisiik (Low) 137 Diisiik (Low) 138 Diisiik (Low)
139 Disiik (Low) 140 Diisiik (Low) 141 Disiik (Low)
142 Diisiik (Low) 143 Diisiik (Low) 144 Diisiik (Low)
145 Diisiik (Low) 146 Diisiik (Low) 147 Diisiik (Low)
148 Diisiik (Low) 149 Diisiik (Low) 150 Diisiik (Low)
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9 farkli ebeveyn kombinasyonu ve bu kombinasyonlara ait toplam 248 F» bireyinin oleik
asit durumlarina ait tiim bulgular degerlendirildiginde OL2 primerinin 9 kombinasyondan
5’inde yiiksek oleik asit i¢erigi i¢in ayirt edici oldugu belirlenmis olup bireylerinin oleik

asit durumlarin1 (OAD) gosteren genel dagilim tablodaki gibidir.

Tablo 3.14 Tiim ebeveyn kombinasyonlar1 ve bu kombinasyonlara ait F» bireylerinin
oleik asit durumlar1 (OAD)

Ebeveyn Kombinasyonlar1 | F2Sayis1 | OAD (HO) | OAD (LO)
RHA419 x COLOMBI 15 5 10
RHA419 x OLIVA 5 0 5
HA442 x COLOMBI 15 14 1
VINIIMK x OLIVA 95 14 81
VINIIMK x COLOMBI 10 5 5
HA458 x P64LC108 10 0 10
RHA419 x P64G46 19 0 19
RHA437 x COLOMBI 54 33 21
RHA419 x P64LC53 25 0 25
Toplam 248 71 177

RHA419 x COLOMBI kombinasyonuna ait 15 adet F> bireyinden 5 tanesi yiiksek, 10
tanesi diisik, RHA419 x OLIVA kombinasyonuna ait 5 adet F» bireyinden 5 tanesi
diisiik, HA442 x COLOMBI kombinasyonuna ait 15 adet F2 bireyinden 14 tanesi yiiksek,
1 tanesi disiik, VINIIMK x OLIVA kombinasyonuna ait 95 adet F bireyinden 14 tanesi
yiksek, 81 tanesi diisiik, VINIIMK x COLOMBI kombinasyonuna ait 10 adet F»
bireyinden 5 tanesi yiiksek, 5 tanesi diisilk, HA458 x P64LC108 kombinasyonuna ait 10
adet F> bireyinden 10 tanesi diisiik, RHA419 x P64G46 kombinasyonuna ait 19 adet F
bireyinden 19 tanesi diisilk, RHA437 x COLOMBI kombinasyonuna ait 54 adet F»
bireyinden 33 tanesi yiiksek, 21 tanesi diisiik, RHA419 x P64L.C53 kombinasyonuna ait
25 adet F bireyinden 25 tanesi diisiik oleik asit igerigine sahip oldugu gézlenmistir.
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Tilak ve arkadaslari ¢aligsmalarinda (2017), oleik asit ile baglantili oldugu bilinen FAD2
gen bolgesindeki varyasyona dayali 6 INDEL markoriiyle ve literatiirde yiliksek oleik
karakteriyle baglantili oldugu belirtilen 5 SSR markoriiyle ¢alismislar ve ¢alismalarinin
sonucunda (N1-3F/N1-3R) SSR’1 ile (F4/R1 ve F4/R2) INDEL DNA markorlerinin

ay¢igegi genotiplerinde oleik asit i¢in ayirt edici oldugunu bildirmislerdir.

Bilgen ve arkadaslar1 (2018) yiiksek oleik icerikli aygigegi genotiplerini belirlemek
amaciyla dort SSR markorii kullanmiglar ve ¢alismanin sonucunda ii¢ SSR markoriin
yiiksek oleik asit 6zellikli bireyleri ayirmada basarili olduklarini géstermislerdir. Ancak,
Pervenet mutasyonuyla iliskili insersiyon bdlgesine 6zgii PZR primerlerinin SSR

markorlerinden se¢im i¢in daha giivenilir oldugunu bildirmislerdir.

Colak ve arkadaslar1 ¢alismalarinda (2020), 6 INDEL markériiyle ve 3 SSR markoriinii
kullanmiglar ve ¢aligmalarinin sonucunda yiiksek oleik asit karakterini ayirt edebilen ve

MAS igin kullanilabilir 3 adet markor tespit etmislerdir.

Aycicegi bitkisinde oleik asit igerigi durumlarinin belirlenmesinin amaglandigr bu
caliymada ise; SNP_OL_1C1, SNP_OL_1F1, SNP_OL_1F2, SNP_OL_2C1,
SNP_OL _2N_F1, SNP_OL_2N_F2 primerleri kullanilarak KASP analizleri
gerceklestirildi ve kullanilan bu markdrler sayesinde hangi bireylerin HO geni tasiyip
tasimadigl ve buna bagl olarak da bireylerin yiiksek oleik asit igerip icermedigi SNP
temelli KASP analiziyle basarili bir sekilde belirlenerek ayirt edildi ve FAD2 geninin
mutasyonuna yani Pervenet mutasyonuna dayali OL2 KASP primerleri ilk defa bu tez
calismasinda kullanildi ve tohumculuk sektoriinde kullanilabilecek ve Helianthus annuus

L. 1slah programlarina fayda saglayacak somut veriler elde edildi.

Bundan sonraki calismalarda da bu tezde kullanilan primerler kullanilarak oleik asit

igerigini belirlemek KASP analiziyle giivenilir ve hizli bir sekilde miimkiin olacaktir.

33



4. SONUCLAR

Aygigegi, gliniimiiziin en 6nemli yag bitkilerinden birisidir. Aygicegi yag1 yemeklik
kalitesi ile tercih edilen bitkisel yaglar arasinda ilk siradadir. Ulkemizde aygigegi
iiretiminde genelde hibrit tohumluklar kullanilmakta olup, hibrit ¢esitler, yiiksek verim
performansi, iistiin kalite 6zellikleri, homojen goériinlimii, baz1 hastaliklara ve orobansa
dayanikli olmalar1 nedeniyle, {ireticiler tarafindan tercih edilmektedir. Bu nedenle
tilkemizde ve diinyada aygigeginde 1slah programlar1 genelde, hibrit 1slahina yoneliktir.
Bu 1slah programlarinin hedefleri arasinda yiiksek tane verimi ve yag orani, dolayisiyla
yiiksek yag verimi gibi arzulanan performansa sahip hibritlerin elde edilmesi yer
almaktadir. Bu tez ¢aligmasinda elde edilen veriler 1s181nda oleik asit igerigi yiiksek yerli
tohum {iretimi igin hayati 6neme sahip anaclarin KASP markorleri yardimiyla etkin
secimi, dolayisiyla hibrit ¢esit eldesinde istenen tarimsal Ozellikler yoniiyle dogru

anaglarin secimine katki saglayacak nitelikte olmas1 beklenmektedir.

Bu tezde, KASP analiziyle aygiceginde yiiksek oleik asit igerigi genleriyle iligskili SNP
markorleri kullanilarak yiliksek oleik igerigine sahip bireylerin diger diisiik oleik asit
igerigine sahip bireylerden ayirt edilebilmesi amaglandi. Bu ¢alismayla, kullanilan SNP
markdrlerinin KASP analizi i¢in optimizasyonu saglanmis olup tohumculuk sektdriinde
kullanabilecek ve aygigegi 1slah programlarina fayda saglayacak somut veriler elde edildi.
Yiiksek oleik asit gen bolgelerine ait SNP markdrleri kullanilarak gergeklestirilen KASP
analizi sonucunda yiiksek oleik ve diisiik oleik igerigine sahip ebeveynlere ait F2’ler oleik
asit durum grafiklerinde degerlendirildi ve tim ebeveynlerin kombinasyonlarina ait
F2’lerin oleik asit durumlart tespit edildi. Aygiceginde yiiksek oleik asit igerigine sahip
bireylerin secilmesi yillar alan geleneksel yontemlere kiyasla, bu tezde kullanilan KASP
analizi sayesinde bu bireylerin sec¢ilmesi daha hizli ve daha giivenilir olarak

gerceklestirildi.

Aygicegi bitkisinde oleik asit igeriginin KASP yontemiyle belirlenmesi ilk defa
gerceklestirilerek elde edilen veriler 1s1ginda yerli tohum tiretimi i¢in hayati dneme sahip
anag¢ yetistirme siirecini hizlandirip 1slah calismalarini daha verimli hale getirmesi,
molekiiler markor kullanimini yaygin hale getirerek bagka caligmalara 6ncili olmas1 ve
tilkemizdeki buna bagl olarak yapilan bitki 1slah1 ¢aligmalaria kaliteli bir veri sunarak

ilke ekonomisine katkida bulunacagi 6ngoriildii.
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