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OZ: Aycicesi (Helianthus annuus L.), Compositae (Asteraceae), diinyada yenebilir bitkisel yag bakimindan 4. sirada
yer almakta olup, diinyadaki ay¢icegi ekim alanlarimin yaklasik %601 Karadeniz Bélgesi iilkelerinde bulunmaktadir. Ay¢iceginin
iilkemizde énemli olmasinin nedeni iilkemizin bircok bélgesinde yetistirilebilir olmasidir. Ulkemizde iiretilen bitkisel yag, artan
niifusa yetmemekte ve mevcut yag agigimiz yildan yila artmaktadr. Bu yag acigi, verim artisina alternatif olarak yag kalitesi
ivilestirme ¢alismalariyla azaltilabilirv. Oleik asit icerikli aycicegi yag iireterek ozellikle kizartma sanayinde yag tiiketimini
azaltmak miimkiindiir. Yiiksek oleik asit iceren ¢egitler gelistirmek i¢in kullanilan klasik 1slah yontemleri hem zor hem de biyotik
ve abiyotik stres kosullarindan etkilendigi icin dogruluk derecesi diisiik olmaktadir. Ancak yiiksek oleik asit icerigine yonelik
yvapilacak bitki 1slahinda, biyoteknolojik yontemler ile molekiiler markor destekli seleksiyon (MAS) kullamilarak daha hizli ve
daha tutarli sonuglar elde etmek miimkiindiir. Bu ¢alismada, yiiksek oleik karakterinin tespiti icin F; kademesindeki 40 bireyin
ve 55 adet yiiksek oleik, orta oleik ve linoleik tip ¢esidin, yag asidi analizleri ve molekiiler markér analizleri yapilnmigtir. Oleik
asit ile baglantili oldugu saptanan FAD2 gen bélgesindeki varyasyona dayali 6 INDEL markorii ile literatiirde yiiksek oleik
karakteri ile baglantili oldugu belirtilen 3 SSR markérii kullanimigtir. Tiim rneklerin gaz kromotografi (GC) cihazinda yag
asitleri igerik analizi yapilmis ve molekiiler markér analizleri ile karsilastirilmistir. Bu ¢alismalar sonucunda yiiksek oleik asit
karakterini selekte edebilen ve MAS i¢in kullanilabilir 3 adet markor tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Aygicegi, Helianthus annuus L., oleik asit, molekiiler markor, MAS, SSR, INDEL, gaz kromotografi.

Determination of High Oleic Acid Property in Sunflower by Using Molecular Markers

ABSTRACT: Sunflower (Helianthus annuus L.), is oil crop plant belonging to Compositae (Asteraceae) family and
is the fourth in the world in terms of the largest consuming edible oil and approximately 60% of the sunflower cultivation areas
in the world are in the Black Sea Region countries. Sunflower is growing almost all parts of Turkey due to higher adaptation
capability. The amount of vegetable oil produced in Turkey is not enough for our domestic consumption and this existing deficit
is increasing due to increasing population year by year. This deficit could be reduced by improving of oil quality and the use of
higher oleic acid could decrease the consumption of frying oil. The selection utilizing with classical breeding methods to develop
varieties containing high oleic acid is both hard and less precision because it is affected more by biotic and abiotic stress
conditions. However, it is possible to obtain faster and more consistent results in plant breeding containing high oleic acid by
using biotechnological methods and selections supported by molecular marker selection (MAS). In this study, the screening of 40
F; individuals and also 55 higher, mid and linoleic acid content type cultivars have been screened by molecular markers and
analyzed for fatty aside contents. Six INDEL markers based on the variations of FAD2 gene region that is related to high oleic
acid trait and 3 SSR markers that were reported as high oleic linked markers in the literatures were used in this study. All of the
samples were analyzed by gas chromatography for detection of their fatty acid contents and compared to molecular marker
results. As a result of this study, 3 markers which can be used for selection of the high oleic trait were detected.

Keywords: Sunflower, Helianthus annuus L., oleic acid, molecular marker, MAS, SSR, INDEL, gas chromatography.
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Aycicegi (Helianthus annuus L.); Papatyagillere
ait, 2n=34 kromozomlu, Kuzey Amerika orjinli
onemli bir yag bitkisi olup, diinyadaki tiiketilebilir
bitkisel yag iiretiminde palm yagi, soya fasulyesi
ve kanola yagindan sonra 4. sirada yer almaktadir.
Ik olarak Kuzey Amerika’daki yerliler tarafindan
boya maddesi olarak ve ekmeklere katki maddesi
olarak kullanilmustir. Ispanyol gezginler 1850’lerde
Kuzey Amerika’dan topladiklari tohumlari Once
siis bitkisi olarak yetistirmislerdir. Sonra deniz
yoluyla Ispanya’dan italya, Misir, Afganistan, Cin
ve Hindistan’a kadar yayilmistir. 18. ylizyilda
Rusya’ya getirilen aycigegi ilk kez burada yag
bitkisi olarak kullanilmistir. Genel olarak her tiirli
toprak ve c¢evre kosullarina adapte olmast
nedeniyle tarrmi yaygmlagmgtir. Ulkemize ilk defa
2. Diinya Savasi’ndan sonra 1945-1950’1i yillarda,
Bulgaristan’dan gelen vatandaslarimiz ile iilkemize
giris yapmistir. Ancak yogun olarak iiretilmeye
baslanmasi 1980°1i yillardan sonra iilkemize hibrit
cesitlerin girmesiyle miimkiin olmustur. Diinyada
iiretilen tiiketilebilir bitkisel yagmn %12’ sini
aycicegi yagi olusturur (Gilizel ve Kaya, 2015;
Kaya, 2017; Rauf ve ark., 2017).

Ozellikle, 1950°li yillardan giiniimiize kadar hizla
artan diinya niifusunun bitkisel yag ve protein
ihtiyacim1 karsilayabilmek i¢in yiiksek adaptasyon
yetenegine sahip olan aygigeginin diinyada
iiretiminde hizh bir artig meydana gelmistir. 1955-
59 yillart arasinda diinyada aygicegi ekimi yapilan
alanlarin ortalamasi 7,4 milyon hektar alan iken,
giliniimiizde bu alan ii¢ misli bir artig gdstererek 25
milyon hektara ulagmistir. Ayni siire igerisinde
diinya aycicegi iiretimi ise yaklasik olarak 3,9 misli
bir artig gostererek 40 milyon tonu gecmistir.
Aycigegi iiretiminde en hizli artiglar Arjantin, Cin,
Hindistan, Fransa, ABD, Ispanya, Bulgaristan ve
Tiirkiye gibi iilkelerde gergeklesmistir (Kaya ve
ark., 2015; Kaya, 2017). Aycigegi yagi, kaliteli bir
bitkisel yag olmasinin yaninda, E vitamini
acisindan da bir¢ok yag bitkisinden daha zengin bir
yagdir. Ayrica sahip oldugu tekli ve ¢oklu doymamug
yag asitleri sayesinde gida iiretim alaninda oldugu
kadar endiistriyel alanda da kendisine bir¢ok
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kullanim alan1 bulabilmistir. Tiim bitkisel organlarinin
degerlendirilebilmesi ve yagi ¢ikarildiktan sonra
geri kalan kiispe, sap ve tabla artiklarindan yakacak
maddesi olarak yararlanilmas: nedeniyle, gerek
iilkemizde, gerekse diinyada ekim ve iiretim
alanlarinda son yillarda bir artis yasanmaktadir.
Ulkemizde tiiketilen bitkisel yagm yaklasik %
60’11 aygicegi yagi olusturmaktadir. Son yillarda
artan niifus ile orantili sekilde artmayan iiretim
nedeniyle aycicegi yagi ihtiyaci iilkemizde iiretilen
yag ile karsilanamamaktadir (Anonim, 2014; Kaya
ve ark., 2015; 2017).

Diinyadaki biiylime hizi, niifus artiginin yaninda
gida maddelerinin tiiketimini de arttirmigtir. Bu
gida maddeleri iginde bitkisel yaglar da yer
almaktadir. Ayrica endiistriyel Olgekte iiretilen
iirlinler, bitkisel yag ihtiyacini arttirmis ve yag
aciZinin artmasina neden olmustur. Ayrica biyodizel
iiretiminde bitkisel yaglarm kullanilmaya baglanmasi
ile beraber enerji sektoriinde de yer bulmus ve
iiretime olan ihtiya¢ daha da artmistir. Bu sayede
bitkisel yaglar; gida sektorii, enerji sektorii ve
kimya sektoriinde stratejik bir iiriin haline gelmistir.
(Anonim, 2014; Kaya ve ark., 2015).

Tirkiye’de aygigegi iiretimi, Trakya Bolgesi
disinda Konya ve Adana gibi bolgelerde ekime
baslanmasiyla artmistir. Ancak iilkemizde iiretilen
aycicegi i¢ tilketime yeterli degildir. Son yillarda
iilkemize gelen siginmacilar ile niifusumuz
artarken zaten iilkemizde olan yag acig1 giderek
daha da artmaktadir. Yeni gesitlerin iilkemize
gelmesiyle canavar otu (Orobanche spp.) ve
mildiyé (Plasmopara halstedii) gibi  verimi
sinirlayict ve diigliriicii etmenler, verimi daha az
etkileyerek iiretimi daha stabil hale getirmistir.
Ayrica orta oleik ve yiiksek oleik cesitlerin
iilkemize gelmesi ve kullaniminin yayginlagsmaya
baslanmasiyla birlikte daha saglikli ve ekonomik
cesitler gelistirilerek yag agig1 az da olsa
kapatilmaya baglanmistir (Kaya, 2017).

Ulkemizdeki  bitkisel yag tilketimi, talebi
dogrultusunda atig gostermistir. Ancak Tirkiye
topraklari, iklim yapisi dikkate alindiginda, yagh
tohumlu bitkilerin {iretilmesi agisindan yiiksek
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potansiyele sahiptir, fakat ekim alanlarmin artig
gosterdigi yillarda dahi, iilkemizdeki tiiketilen
bitkisel yag1  karsilayacak oranda  iiretim
gergeklestirilememektedir. Dolayisiyla artan yag
acig1 ithalat yoluyla gidermeye calisiimaktadir.
Bolgeler agisindan bakildiginda farkli  iklim
kosullart nedeniyle iilkemizde palm haricindeki
yagli tohumlar (aygicegi, ¢igit, kanola, soya,
yerfistig1, susam, hashas, keten ve kenevir) basaril
bir sekilde yetistirilebilmektedir. Bu bitkiler
icerisinden tohumunda yiiksek oranda yag barmndiran
(%38-50) aycicegi, iilkemiz i¢in olduk¢a 6nemli bir
yag bitkisidir. Tiirkiye’de en fazla {iretilen yag
bitkisi olan ayg¢iceginin tohumlar1 %40-50 arasinda
yag icerigine sahiptir (Kaya ve ark., 2009).

Ancak Soldatov (1976), yaptig1 arastirmada
VNIMK 8931 ¢esidine %0,5 oraninda etil metan
stilfonat (EMS) uygulamasi ile M5 generasyonunda
%70’in lizerinde oleik asit igeren bireyler
saptamistir. 1976’da bu bitkilerin i¢inden %80-90
oraninda oleik asit igeren bireyleri toplamis ve
bunlara “Pervenent popiilasyonu” adini vermistir.
Pervenent popiilasyonundan birgok oleik c¢esit
gelistirilmistir (Andrich ve ark., 1992). Su anda
piyasada olan tiim yiiksek oleik ve orta oleik
cesitlerin kdkeni Pervenent ¢esidine dayanmaktadir
(Kaya ve ark., 2012). Bu genotiplerde, O/ geni
kimyasal yolla elde edilmis tam dominant olmayan
bir mutasyon olup, ay¢iceginde oleik asit oranini
biiyiikk miktarda arttirmaktadir. Tohuma 6zgii olan
oeoyl-fosfatidil  kolin  desaturazin (FAD2-1)
ekspresyonunun  azaltilmasiyla  iligkilendirilir.
FAD2-1 yiiksek oleik iceren mutant irklarda
duplike olmakta ve O/ ile birlikte dollere
aktarilmaktadir. Oleik tip aygigegi, diisiik (%10-
29), orta (%30-59) ve yiiksek oleik asit (% 60-90)
olarak 3 grup olarak siniflandirilmistir (Pacureanu-
Joita ve ark., 2005).

Aycicegi yaginda ortalama olarak; % 69-70
linoleik asit, %20 oleik asit, % 10-11 palmitik ve
stearik asit bulunmaktadir (Anonymous, 2019a).
ABD’de NuSun ismiyle oleik asidi yiliksek (550-
750 g/kg) cesitler gelistirilmis olup, bu tiir orta
oleik tiplerin tarimi ABD’ de (Anonymous,
2019b), yiiksek oleik asit tip gesitlerin ekimi ise

Avrupa’da giderek artmaktadir (Anonymous,
2019c). Oleik asit icerigi orta ve yiiksek icerikte
olan ayg¢icegi c¢esitlerinin yagindan iiretilen
kizartma ve margarin yaglarinin, trans yag asit
miktarlar1 diisiik oldugu i¢in daha saglikli olduklari
saptanmistir. Ayrica bu tipteki yaglarin bozulmasi
daha uzun siirmekte ve raf Omiirleri de uzun
olmaktadir ~ (Dobarganes ve ark., 1993).
Ayciceginde yag asitleri biyotik ve abiyotik
kosullarindan dogrudan etkilenmekte olup, serin
kuzey iklim bdlgelerinden sicak giineye dogru
gidildikg¢e yagda linoleik asit oran1 diismekte, oleik
asit orani artmaktadir (Baydar ve Turgut, 1999;
Baydar, 2000; Karaca ve Aytag, 2007; Kaya ve
ark., 2007; Zheljazkov ve ark., 2011).

Linoleik asit, en fazla aspirde daha sonra da
ayciceginde bulunmakta olup, insan viicudundan
iretilmedigi i¢in gida kaynaklarindan temin
edilmesi gereken bir yag asididir. Oleik asit ise;
zeytinyaginda bulunan, 18 karbonlu, 1 ¢ift bagh
C18H3402 formiillii tekli doymamis yag asididir.
Diinya geneline bakildiginda ¢ogunlukla linoleik
asit icerigi yiiksek olan aycicegi yaginin iretildigi
goriilmektedir. Linoleik tipteki aygicegi yaginda
linoleik asit oram1 %60-75, oleik asit oran1 %10-30
seviyelerindedir. Doymus yag asitleri (palmitik,
stearik, arasidik) orami ise %11-12 civarindadir.
Kisaca aygicegi yagi, yiiksek coklu-doymamis ve
diisik miktarda doymus yag asidi igerikli bir
bitkisel yag olarak tanimlanabilir. Tad1 hafif olup,
yiliksek oranda E vitaminine sahiptir. Salatalarda,
yemeklerde, margarin ve shortening uygulamalarinda
kullanilmaktadir (Carvalho ve ark., 2019).

Insan sagligi agisindan ¢ok daha saglikli olmasi
nedeniyle ve kotii kolesterolii diisiirmesi gibi
bir¢ok ozelligi sayesinde oleik asit igerigi yiiksek
yaglara talep olugmustur. Oleik igerigi yiiksek
yaglarin standart linoleik igerikli yaglara gore
yanma derecesi daha yiiksek oldugu i¢in pisirme
isleminde =~ yanmadan  daha  uzun @ siire
kullanilabilirler. Bu sayede yagin degistirilmesine
gerek kalmadan linoleik yaglara oranla daha ¢ok
pisirme islemi yapabilmektedirler (Cuesta ve ark.,
2001; Warner, 2002). Bitkisel yenebilir yaglarin
kalitesi; icerdigi oleik, linoleik, linolenik yag
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asitlerinin oranlartyla ilgilidir (Mohsennia ve
Jalilian, 2012). Oleik asit igerigi yiiksek olan
yaglarin raf Omriiniin daha uzun oldugu yapilan
aragtirmalarda ortaya konmustur (Petros ve ark.,
2009; Barkley ve ark., 2011; Salem ve ark., 2012).

Yiksek oleikli aycicegi yagi raf omrii diger
yaglara oranla daha uzun olup, kullanildig
driinlerin raf Omriinii arttirarak ekonomik deger
kaybini 6nler. Zeytinyagi gibi daha dogal bir koku
ve aromaya sahiptir. Dogal bir irlin olup,
transgenik (genleri modifiye edilmis) bir {irlin
degildir. Fiyat1 linoleik asit i¢erikli yaglara oranla
daha yiiksektir (Kaya ve ark., 2007). Yiiksek oleik
asit iceren yaglarin kullanim1 daha stabil olmalar
ve uygun oksidatif 6zellikleri sebebiyle Avrupa’da
giderek artmaktadir (Vannozzi, 2006). Bunun
yaninda, oleik asidi yiiksek aygiceginin gerek
biyodizel gerekse lubrikant (makine ve motor yagi)
olarak kullanma potansiyeli, diger yagli tohumlara
gore daha fazladir (Rauf ve ark., 2017).

Santalla ve Mascheroni (2003), yaptiklan
caligmada, yliksek oleik asit tiplerin tane yapisi ve
yag asitleri haricindeki diger kalite 6zelliklerinin,
standart linoleik asit igeren ay¢igegine benzedigini
saptamiglardir. Genel olarak kizartma yagi olarak
kullanilacak bitkisel yaglar, oleik asit icerigi
zengin olan yaglardirr Bu amacgla en fazla
zeytinyagl, kanola yagi, yerfistigi yagi ve oleik
asidi yiiksek aycicegi yag1 kullanilmaktadir.
Ozellikle patates jipsi ve pomfirit {iretiminde
kizartma yag1 olarak bu yaglar kullanilmaktadir.
Salata i¢in daha ¢cok omega yag asitlerince zengin
olan ve vinterize edilmis olan yaglar tercih edilir
(Cuesta ve ark., 2001; Kaya, 2016). Roche (2001),
zeytinyagl gibi oleik asitli igerigi fazla olan
yaglarin ¢ok daha saglikli oldugu icin diyetlerde
kullanilmasini 6nermis, bununla beraber yiiksek
oleik asit icerikli aycicegi yagmin da diyetlerde
¢ok onemli oldugunu belirtmistir.

Oleik asit icerigi yiiksek aygicegi ¢esitlerinin tavuk
beslemesinde rasyonlara katildiginda piliglerin yag
oranini azalttig1 ve et kalitesini arttirdigi saptanmistir
(Ortiz ve ark., 2006). Baska bir arastirmada ise,
yiksek ve orta oleik asit igeren aygigegi yaginin
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kullaniminin insanlarda kolesterol riskini azaltip,
kalp ve damarlarda yag birikmesinin Oniine gectigi
belirtilmistir (Nicolosi ve ark., 2004).

Aycigegi tohumunda tohumun olgunlasma siiresince
yag igeriklerinin incelendigi bir calismada, yag
icerigi, yiiksek durumunda oleik asitten olgunlagmaya
dogru yiiksek linoleik igerigine ge¢cmektedir.
Steraik ve palmitik asidin ise yillardan yillara
degisiklik gosterdigi ancak olgunlasma donemiyle
bir ilgisi olmadig1 sonucuna varilmistir (Baydar ve
Erbasg, 2005). Yine ayni ¢alismada, E vitamini yani
tokoferol oraninin ise ¢igeklenmeden sonraki 10.
gilinden 35. giine kadar azalig, daha sonra da artig
gosterdigi  saptanmustir.  Aygigegi  tablasinin
disindan i¢e dogru inildik¢e tohumlardaki linoleik
asit iceriginin azaldigi, oleik asit igeriginin ise
arttigi ve en yliksek tokoferol igeriginin ise
tablanin en digindaki tohumlarda bulundugu
dolayistyla en distaki tohumlarda E vitamini
iceriginin daha fazla oldugu vurgulanmgtir.

Yaghh tohumlarin yetistirilmesi sirasinda c¢evre
faktorlerinden biri olan sicaklik faktoriiniin yag
asitleri (6zellikle oleik ve linoleik asit) oranini
etkiledigine dair bir¢ok arastirma yapilmustir.
Demurin ve ark. (2000), aygigegi bitkisinin
yetistirilmesi sirasinda ¢evre etkisinin aygicegi
yag1 kompozisyonu iizerine etkisini inceledikleri
caligmada, soguk iklimde yetistirilen aygigcegindeki
linoleik asit oraninin %70’lere ¢iktigini, 1liman ve
sicak iklimlerde yetistirilen ayciceginde ise bu
oranin %30’lara kadar indigini saptamslardir.
Ayrica aygicegi tohumunun yetistirilmesi sirasinda
sicakligin 1°C artis1 ile oleik asit miktarinin %2
oraninda arttigin1 belirlemislerdir. Aycicegi ve
soya tohumlarmin yetistirilmesi sirasinda, sicaklik
ve CO, etkisinin arastirildig1 iki ayri c¢alismada
sicaklik artiginin oleik asit miktarlarini arttirdigi ve
linoleik asit oranlarimi ise azalttigi belirtilmistir
(DaMatta ve ark., 2010; Carvalho ve ark., 2019).

Ayciceginde tane verimi; ¢evre kosullarindan fazla
miktarda etkilenen kantitatif bir karakterdir (Fick
ve Miller, 1997). Ayg¢igeginin temel iiretim amaci,
bitkisel yag elde etmek olup, ekilen c¢esitlerin yag
oranlarinin yiliksek ve birim alandan elde edilecek
yag veriminin fazla miktarda olmasi en Onemli
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1slah  Onceliklerindendir (Kaya, 2017). Edirne
kosullarinda 2000 ve 2001 yillarinda yapilan
caligmada; tane ve yag performansina en biiyiik
etkinin, bitki boyu ve bin tane agirligi, yine yag
oraninin da yag verimini olusturan iki 6geden biri
olmas1 sebebiyle, yag verimine yiiksek oranda ve
direkt katki sagladigi belirlenmistir (Kaya ve ark.,
2003). Ancak, aygiceginde onemli verim &gelerinin,
tane ve yag verimi iizerine direkt ve dolayl katkilar
birlikte incelendiginde, en ©Onemli katkinin,
cigeklenme siiresinin negatif yondeki etkisi,
dolayisiyla gesit erkenciligi oldugu goriilmiistiir.

Molekiiler markorler, genom iginde bir veya birden
fazla DNA bolgesindeki farkliligi ortaya koyan
belirteglerdir. Bu farklar; eklemeler, silinmeler, yer
degistirmeler ve duplikasyonlar gibi olaylardan
meydana gelebilir. DNA tabanli bu molekiiler
markorler;  fizyoloji, genetik  miihendisligi,
taksonomi, haritalama gibi bir¢ok farkli alanda
kullanilmaktadir. Polimeraz Zincir Reaksiyonunda
(PCR) DNA markorlerinin - kullanimi;  gen
etiketleme, genetik haritalama, tarimsal olarak
onemli genlerin saptanmasi, genetik cesitliligi
belirleme c¢aligmalari, filogenetik analizlerde ve
MAS caligmalarinda kolaylik saglamigtir. Aycicegi
1slahinda, yag icerigi ve orani, hastalik ve zararh
dayanimi ve herbisit dayanimi gibi 6nemli
agronomik Ozellikler bakimindan istenilen karaktere
sahip genotiplerin elde edilmesinde, molekiiler
markdrler yaygi olarak kullanilmaktadir (Bilgen
ve ark., 2018). MAS amagh kullanilan DNA
tabanli markorler, ¢evresel faktorlerden etkilenmez
ve her kosulda stabil olup, dokunun nerden
alindigina veya yasam donemine gore farklilik
gostermez. Ozellikle cevre kosullarindan ok
etkilenen ya da fenotipik olarak goézlenmesi giic
karakterlerin  seleksiyonunu  6nemli  Ol¢iide
kolaylastirmaktadirlar. Ayrica farkli karakterdeki
genlerin  bir  bitkiye es zamanli olarak
aktarilmasinda, gen piramitlemesi ve resesif gen
seleksiyonu gibi durumlarda da kullanilmaktadir
(Bilgen ve ark., 2018).

FAD?2 genin kodladig1 enzim (fatty acid desaturase);
oleik asitten linoleik asit sentezi asamasindan
sorumlu olup, tic FAD2 geni (FAD2-1, FAD2-2,

FAD2-3) ayciceginde bulunmustur. FAD2-1
tohuma o6zel olup, gelisen tohumlarda c¢ok
miktarda, buna karsin FAD2-2 ve FAD2-3 ise, az
miktarda goriiliir. FAD2 geni gelisen tohumda
yliksek miktarda bulunan oleik asidi linoleik aside
cevirerek oleik asit miktarinin azaltilmasinda
gorevlidir. Ancak duplike olan FAD2 gen bolgesi
oleik asidi linoleik aside ceviremez ve yiiksek
oleik asit iceren bitkiler meydana gelir. (Martinez-
Rivas ve ark., 2001). FAD2-1 dublikasyonu O!
mutasyonu olarak adlandirilmistir ve FAD2-1
geninin dupliasyonu sirasinda bazi dizilerin insersiyon/
delesyona ugradigi kesfedilmistir. Duplike FAD2-
1 genini homozigot halde tayisan genotiplerde,
genin ¢ok az ekprese oldugu belirlenmistir.
Dolayisiyla bu genotipler yiiksek oleik karaktere
sahiptir. Oysa normal FAD2-1 aleline sahip
genotiplerde, bu genin ekspresyonu diisiik oleik
karakterin ortaya c¢ikmasina neden olmaktadir
(Schuppert ve ark., 2006).

Yiiksek oleik asit igeren Pervenent populasyonun
kimyasal mutasyon ile bulunmasinin ardindan
yiiksek oleik asit karakterli birgok ¢esit gelistirilmigtir
(Soldatov, 1976). Yogun c¢esit gelistirme
caligmalarina ragmen oleik asit karakterinin
aktarilmasinda hala yaygin olarak bu gesitler
kullanilmaktadir (Fernandez-Martinez ve ark.,
1989; Andrich ve ark., 1992; Osorio ve ark., 1995;
Skori¢ ve ark., 2007; Alberio ve ark., 2016; Cvejic¢
ve ark., 2016). Ferfuia ve ark. (2015), yaptiklar
calismada, yiiksek oleik kalitimmin en az 3 gen
bolgesinden etkilendigini ve yiiksek oleik asit
kalittm1  {lizerinde oOnemli bir maternal etki
biraktiklarini  savunmuslardir.  Aymi  zamanda
yiiksek oleik asit karakterinin ¢ok karmasik
olmasindan dolay1 bu 6zelligi kontrol eden genetik
sistemin daha 1iyi anlasilabilmesi admna farkl
aycicegi genotiplerinde ve farkli yetistirme
kosullarinda daha ileri testler ile incelenmesi
gerektigini bildirmislerdir.  Yine Tilak ve ark.
(2017), Ol mutasyonun FAD2-1 gen bdlgesinin
mutasyonuyla meydana geldigini savunmustur. Bu
mutasyonla ile iligkili olarak N1-F3/N1-3R INDEL
markdriinii gelistirmis, markorii oleik, orta oleik ve
linoleik ¢esitlerde calismis ve bu markdriin oleik
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asidi selekte edebilen bir DNA fragmenti
olusturdugu sonucuna varmislardir. Ebrahmini ve
ark. (2008), oleik asit 6zelligini saptamak amaciyla
37 SSR markorii kullanmis ve 10 tanesinin oleik
asit karakterini segebilen selektif bir DNA
fragmenti ¢ogalttigini bildirmiglerdir. Dimitrijevi¢
ve ark. (2017), daha 6nce kullandiklar1 ve selektif
bir bant verdigini bildikleri F4-R1 INDEL
markoriinii F, generasyonunda da c¢aligmislardir.
Ayrica F4-R1 markériiniin de oleik asit karakterini

segebilen  selektif bir DNA  bant profili
olusturdugunu bildirmiglerdir. Bilgen (2016),
yaptig1 c¢aligmada, yiiksek oleik ve linoleik
karakterindeki  genotipleri ayirabilen markdr

belirledigini bildirmistir. Yiiksek oleik asit igeren
bitkinin O/ gen bdlgesinde 16 TTA niikleotit
tekrart oldugunu ve linoleik asit iceren bitkide ise
17 TTA niikleotit tekrart oldugunu bildirmistir.
Farkli arastirmacilar aygiceginde yiiksek oleik asit
Ozelligini ayirabilen markér saptamak icin
calismiglardir. Ancak elde edilen ydntemler ve
sonuglara bakildiginda farkli genotiplerde farkli
sonuglar elde edildigi ve daha fazla dogrulama
yapilmas1 gerektigi i¢in genetik populasyonun
genisletilerek taranmasi gerektigini savunmuslardir.
(Nagarathna ve ark., 2011; Singchai ve ark., 2013;
Dimitrijevi¢ ve ark., 2017; Bilgen ve ark., 2018).

Calismanin amaci, aygicegi 1slah1 programinda
baz1 aycicegi genotiplerinde de yiiksek oleik
bireylerin molekiiler markoérlerle seleksiyonunun
saglanip saglanamadigini belirlemektir.

MATERYAL ve METOT
Bitki materyali

Bu ¢aligmada, Trakya Tarimsal Arastirma Enstitiisiince
yiiriitiilen Ulkesel Aygicegi Projesinde gelistirilen,
anne hatt1 yiiksek oleik asit, baba hatti linoleik
karaktere sahip aycicegi hatlarinin melezlenmesi
ile elde edilmis F; kademesindeki 40 adet bitki
kullanilmistir.  Ayrica kullanilacak markorlerin
piyasadaki yiiksek oleik, orta oleik ve linoleik
karakterdeki bireyleri belirleyebilme kabiliyetini
saptamak i¢inde piyasadaki cesitlerden yiiksek
oleik, orta oleik ve linoleik karaktere sahip 55 adet
tescilli ¢esit de yapilan ¢alismaya ilave edilmistir.
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Yag asidi analizleri

Calismada kullanilan tiim bitki materyaline, MAS
sonuglarmin dogrulugunun karsilastirilabilir olmasi
icin yag analizi yapilmistir. Yag analizi, Trakya
Universitesi Miihendislik Fakiiltesi Gida Miihendisligi
Boliimii laboratuvarinda bulunan Agilent 6850
marka gaz kromotografi (GC) cihazinda HT-88 tipi
kolon kullanilarak gergeklestirilmistir. Bdylece
kullanilan bitki materyalinin oleik, linoleik, steraik
ve palmitik olmak tlizere 4 yag asidi agisindan
igerigi saptanmustir. Yag asidi analizleri i¢in daha
once Ornek alinan ve polen izolasyonu yapilan
bitkilerden 5’er gr tohum alinarak hidrolik destekli
soguk preste yagi cikarilmistir. Yagi c¢ikarilan
orneklerden 2 damla yag 13 ml’lik siseye
koyulmus ve iizerine 10 ml methanol ve 0,5 ml (2
mol) metanollii KOH ilave edilmistir. Daha sonra
2-3 dk. vorteks ile iyice karistirildiktan sonra en az
1 saat olmak flizere oda sicakliginda inkiibe
edilmistir.  Inkiibasyon sonrasi tiiplerin {ist
tarafindan yavasga ve dikkatlice 2 ml yag alinip 2
ml’lik GC igin 6zel tiiplere alinmistir ve ardindan
GC cihazina yerlestirilerek 6l¢iim  yapilmigtir
(Kaya ve ark., 2017; Bilgen ve ark., 2018).

DNA izolasyonu

Soguk preste yagi c¢ikarildiktan sonra GC’de yag
analizi yapilan materyallerin ilk yapraklarindan,
ornek basmma 150-200 mg bitki dokusu 2ml’lik
tiiplerin igerisine almmustir. Ornekler tiiplere
alindiktan sonra -196 °C’lik sivi azot igerisinde
dondurulmus ve ardindan -20°C’de DNA izolasyon
islemine kadar muhafaza edilmistir. Yaprak
orneklerinin DNA’lar1 Doyle ve Doyle (1990)’un
CTAB yontemi modifiye edilerek izole edilmigtir
(Porebski ve ark., 1997; Bilgen ve ark., 2018).
DNA miktar Sl¢iimii icin OPTIZEN NanoQ
Spektrofotometresi kullanilmis, Orneklerin DNA
miktar1 ng/pl cinsinden kayda almmistir. DNA
kalitesini ve DNA kiriklar1 olup olmadigim
saptayabilmek i¢in agoroz jel elektroforezi
yapilmigtir. Bunun i¢in, 6rmek basina 800 ng DNA
% 0,8 konsantrasyonlu, EtBr (30 pl/L) (Etidyum
bromiir) igeren jele yiiklenmis ve 120V ve 80 mA
akimda 1 saat ylritilmiistir. Elektroforezin
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ardindan jel goriintiileme cihazinda UV 151k altinda
orneklerin DNA kalitesine bakilmustir.

Markér calismalar:

Bu ¢alismada, 3 SSR, 6 INDEL olmak iizere 9 adet
markdr  secgilmis  olup, segilen  Ozelligin
belirlenmesinde  kullanilan markérler literatiir
taramasi sonucunda belirlenmistir (Schuppert ve
ark., 2006; Ebrahmi ve ark., 2008; Berville ve ark.,
2009; Bilgen, 2016; Tilak ve ark.,, 2017;
Dimitrijevi¢ ve ark., 2017; Bilgen ve ark., 2018).
Literatiir ¢aligmasi sonucunda Cizelge 1°de
sunulan markdrler segilmistir.

Cizelge 1. Molekiiler analizler i¢in kullanilan markérler.
Table 1. Markers used for molecular analysis.

No Markorler Markér tipi
) Markers Marker type

1 ORS832 SSR

2 ORS1180 SSR

3 N1-3F /N2-1R SSR

4 NI1-1F /N2.1R INDEL

5 HO.F3/HO.R1 INDEL

6 HO.F4/HO.R1 INDEL

7 HO.F4/HO.R2 INDEL

8 HO.F4/HO.R3 INDEL

9 HO.F4/HO.R9 INDEL

Secilen markorlere ait DNA bolgeleri, farkli PCR
igerikleri ve kosullar1 kullanilarak cogaltilmustir.
PCR igerigi olarak 1X PCR Buffer, 2 mM MgCl,,
0,2 mM dNTPs, 0,6 mM Primer F, 0,6 mM Primer
R, 1U Tagq, 250 pg BSA, 90 ng DNA kullanilmustir.
PCR kosullar1 primer TM sicakliklarina uygun 35
dongii olacak sekilde uygulanmistir. Elde edilen
PCR iriinleri % 2’lik agaroz jelde ve kapiler
elektroforez cihazinda 120 volt ve 50 ma akimda
90 dk. yiiriitiilerek analiz edilmistir. Calismada
kullanilan 3 SSR ve 6 INDEL markérii icin PCR
yapilmig ve sonuglari degerlendirilmistir. Elde
edilen bant profilleri, GC’den elde edilen yag asidi

sonuglar1 ile karsilastirilarak; Molekiiler markor
sonuglart ile GC sonuglarmin 95 genotipteki
uyumu % olarak degerlendirilmistir.

BULGULAR ve TARTISMA

N1-3F/N2-1R markérii ile yapilan PCR sonucunda
40 adet F; kademesindeki materyalde ve 55 adet
tescilli yiiksek oleik, orta oleik ve linoleik ¢esitinde
DNA fragmentleri ¢ogaltilmistir. Elde edilen DNA
bant profillerinden 870 bg¢ boyutundaki bandin GC
sonuglart ile uyumu degerlendirilmis ve selektif
bant oldugu saptanmustir (Sekil 1). Taranan 95 adet
ormegin GC cihaz1 ile yapillan yag asidi
sonucglartyla  karsilagtinldiginda  N1-3F/N2-1R
markdriiniin %69 dogruluk diizeyinde seleksiyon
yapabildigi sonucuna vartlmistir (Sekil 1).

INDEL HO.F4 / HO.R1 markdrii ile yapilan PCR
caligmalart sonucunda bu markoriin 653 bg
boyutunda selektif bir bant trettigi goriilmiistiir
(Sekil 2). Bu bandin, GC cihaz1 ile yapilan yag
asidi sonuglart ile karsilastirildiginda % 89 gibi
yiiksek bir oranda seleksiyon yapabildigi sonucuna
varilmstir.

INDEL HO.F4 / HO.R2 markérii ile yapilan PCR
sonucunda bu markoriin 1259 bg¢ boyutunda
selektif bir bant iirettigi saptanmistir (Sekil 3). Bu
bandin, GC cihazi ile yapilan yag asidi sonuglari
ile karsilastirildiginda yaklasik % 87 gibi yiiksek
bir oranda seleksiyon yapabildigi sonucuna
varilmigtir.

INDEL HO.F4 / HO.R3 markorii ile yapilan PCR
sonucunda bu markdriin 1782 bg¢ boyutunda
selektif bir bant iirettigi saptanmustir (Sekil 4). GC
cihazi ile yapilan yag asidi sonuglari ile
karsilagtirildiginda bu bandin yaklagik % 86 gibi
yliksek bir oranda seleksiyon yapabildigi sonucuna
varilmstir.
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Sekil 1. N1-3F/N2-1R primer kombinasyonu PCR sonucu.
Figure 1. PCR amplification with N1-3F/N2-1R primer pair.
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Sekil 2. INDEL HO.F4/HO.R1 primer kombinasyonu ile PCR sonucu.
Figure 2. PCR amplification with INDEL HO.F4/HO.R1 primer pair.
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Sekil 3. INDEL HO.F4/HO.R2primer kombinasyonu ile PCR sonucu.
Figure 3. PCR amplification with INDEL HO.F4/HO.R2primer pair.

LO LO HO HO MD LO LO LO HO LO LO LO LO HO MD HO HO LO LO HO LO HO HO LO

Sekil 4. INDEL HO.F4/HO.R3 prime kombinasyonu ile PCR sonucu.
Figure 4. PCR amplification with INDEL HO.F4/HO.R3primer pair.
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INDEL HO.F3/HO.R1, INDEL HO.F4/HO.R9,
ORS832, ORS1180 ve NI1-1F/N2.1R markoérleri
icin farkli PCR igerigi ve sicaklik/dogli sayisi
degerleri denenmis ancak bu primer c¢iftlerinde
DNA ¢ogaltimi basarilamamistir. Bu caligmada,
yiiksek ve diisiik oleik yag asidi igerigine sahip
aycicegi genotiplerini birbirinden ayirt edebilecek
molekiiler markorlerin  belirlenmesi  amaciyla
yapilmistir. Calismada; yiiksek oleik ve diisiik
oleik genotiplerin melezlerinin F; kademesine ait
40 adet ve piyasada bulunan yiiksek oleik, orta
oleik ve linoleik karakterdeki gesitlerden 55 adet
ornek kullanilmistir. Literatiirde yag asidi igerigini
kontrol eden FAD2 gen bdlgesindeki insersiyon ve
delesyon mutasyonlarini belirlemede kullanilan
primerler, 2 SSR markorii ve Bilgen (2016)’in
caligmasinda kullandigi 2 adet markdr secilmis ve
bu markérler ile ¢alisma yapilmistir. Markdrlerin
dogru seleksiyon etkinligini ortaya koymak ig¢in
tim Orneklerin GC’de yag asidi analizleri
yapilmigtir. Yag asidi sonuglar1 ve bant profilleri
eslestirilerek degerlendirilmis ve 1slahta seleksiyon
amagli kullanilabilecek bir markér belirlenmeye
calisilmustir.

Kullanilan 9 adet markoriin 3 tanesinin %80’in
iizerinde bir dogruluk derecesinde seleksiyon
yapabildigi saptanmigtir. Dolayisiyla HO.F4/HO.
R1, HO.F4/HO.R2 ve HO.F4/HO.R3 markorleri
oleik asit igeren genotipleri se¢gme konusunda
basarili bulunmustur. Ayrica N1-3F/N2-1R markort
de yag asidi sonuclariyla eslestirildiginde % 69
oraninda yiiksek/orta oleik asit igeren genotipleri
selekte edebildigi ancak bu degerin 1slah icin
kullanilabilir olmadig1 sonucuna varilmstir.

Calismadaki sonuglar % 0-29 arasi oleik asit
icerigine sahip bireylerin diisiik oleik ya da diger
adiyla linoleik, % 30-69 arasi oleik asit igerigine
sahip bireylerin orta oleik, % 70’in {izerinde oleik
asit icerigine sahip bireylerin ise yiiksek oleik asit
olarak degerlendirilmistir.

HO.F4/HO.R1 markériiniin 653 bg boyutunda bant
olusturdugu ve bu bandin yag asidi sonuglartyla
eslestirildiginde F; generasyonundaki 40 adet
ornekte 4 adet yanlis seleksiyon yaptigi ve
toplamda 95 ornekte karsilastirildiginda 11 yanlis

seleksiyon yaptig1 sonucuna varilmigtir. HO.F4/
HO.R1 markériiniin % 89 gibi ¢ok yiiksek bir
dogruluk derecesinde oleik asit karakterini selekte
edebilen bir markor oldugu belirlenmistir. HO.
F4/HO. R2 markori ise 1259 bg biiyiikligiinde
bant olusturmus ve bu bandin yag asidi sonuglartyla
eslestirildiginde F; generasyonundaki 40 adet
ornekten 7sinde yanlis seleksiyon yaptigl ve toplam
95 adet Ornekte ise 13 adet yanlis seleksiyon
yaparak % 87 dogruluk derecesinde seleksiyon
kabiliyetine sahip oldugu sonucuna varilmistir.
HO.F4/HO.R3 markorii ise 1782 bg¢ boyutunda
bant olusturmustur. Bu bandin yag asidi sonuglariyla
eslestirildiginde F; generasyonundaki 40 bitkiden 7
adet yanlis seleksiyon yaptigi ve toplamda 95
ormnekte 15 yanlis seleksiyon yaparak %86
dogruluk derecesinde seleksiyon kabiliyetine sahip
oldugu sonucuna vartlmstir.

Bu sonuglar dogrultusunda yiiksek ya da orta oleik
asit karakterli genotipleri yiiksek dogruluk
derecesinde ve 1slahta aktif sekilde kullanilabilir
olarak selekte edebilen HO.F4/HO.R1, HO.F4/
HO.R2 ve HO.F4/HO.R3 olarak adlandirilan 3
adet markor bulunmustur.

MAS kullanarak biyotik ve abiyotik stres
kosullarindan etkilenmeden yag asidi kompozisyonu
degisikligi i¢cin daha dogru bir seleksiyon
yapilabilmektedir. Molekiiler yontemde tohumdan
degil de fide donemindeki yaprak dokusundan
bitkinin oleik karaktere sahip olup olmadig1
anlasildig1 i¢in bitki yetistirme, polen izolasyonu
gibi islemler sadece oleik karakterdeki bitkilere
yapilarak is gilici azaltilmig olur. Ayrica yag
cikarilirken preste harcanan tohumlar molekiiler
yontemde harcanmadigi igin oleik karakterdeki
populasyonlar daha genis tutulabilir ve bitkiye
spesifik olarak oleik asit icerigi saptanabilir. Klasik
yontemlerde yag ¢ikarilmasi i¢in azami 5 gr tohum
gerekmekte olup tohumlar karisik oldugu igin,
icerdigi toplam yag asidi kompozisyonunun
ortalamasi bulunabilecektir. MAS yOnteminin,
oleik asit karakteri i¢in yapilacak islah galismalarina
entegrasyonu olduk¢a gereklidir. Bu c¢alisma
kapsaminda bulunan bu 3 markdriin aygicegi
1slahinda oleik asit karakterinin seleksiyonu igin
yaygin ve etkin bigimde kullanilabilir olmasi bu
¢aligmanin en 6nemli ¢iktisidir.
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