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OZET
Yiiksek Lisans Tezi

ASPIR (Carthamus tinctorius L.) CESIT VE HATLARINDA GENETIK
AKRABALIK DERECELERININ PEROKSIDAZ GENLERI
KULLANILARAK BELIRLENMESI

Ayse OZNUR CANKAYA

Isparta Uygulamah Bilimler Universitesi
Lisansiistii Egitim Enstitiisii
Tarla Bitkileri Anabilim Dal

Damisman: Do¢. Dr. Muhammet TONGUC

Aspir (Carthamus tinctorius L.); onemli bir yag bitkisidir. Bu c¢alismada bitki
materyali olarak 39 aspir gesit ve 1slah hatti kullanilmistir. Mevcut materyallerin 33
tanesi tescilli aspir ¢esitleri iken 6 tanesi ise 1slah materyalidir.

Aspirde genetik akrabalik derecelerini belirlemek i¢in peroksidaz gen polimorfizmleri
kullanilmistir. Toplamda 15 peroksidaz markirt kullanilarak 71 bant iretilmis ve
bunlardan 50 tanesi polimorfik olarak bulunmustur. Markir bagina iiretilen bant sayisi
1-9 arasinda degisim goOstermistir. Markir bagina iiretilen ortalama bant sayisit 4.7
olarak bulunurken, polimofik bant sayisi 3.3 olarak bulunmustur. Gruplandirma
calismalarinda kullanilmak {izere genotiplerin benzerlik katsayilar1 hesaplanmistir.
Aspir genotipleri arasindaki benzerlik katsayilar1 genellikle yiiksek olmustur ve
benzerlik katsayilarinin ortalamasi 0.80 olarak bulunmustur. Gruplandirma analizi
sonucunda aspir genotiplerinin 2 ana grup altinda toplandigi goriilmistir.
Gruplandirmada genotiplerin iilke orjini olarak gruplanmadigi bulunmustur.
Calismada gruplandirmaya ilaveten principal koordinat analizi de (PCA) yapilmistir.
PCA analizine gore Shufu, Ziyang, Enana ve Dinger diger genotiplerden farkli olarak
bulunmustur.

Sonug olarak yapilan gruplandirma caligmalar1 aspir genotiplerini birbirinden ayirmis
fakat genetik benzerlikler yiiksek olarak bulunmustur. Bu durum kullanilan aspir
genotiplerinde yiiksek oranda benzerlik oldugunu ve 1slah caligmalarinda genetik
cesitliligin artirilmasi gerektigini ortaya gikarmigtir.

Anahtar Kelimeler: Aspir, Carthamus tinctorius, Molekiiler markir, Peroksidaz
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ABSTRACT
M.Sc. Thesis

DETERMINATION OF GENETIC RELATIONSHIPS BETWEEN
SAFFLOWER (Carthamus tinctorius L.) CULTIVARS AND LINES VIA
PEROXIDASE GENE POLYMORPHISMS

Ayse OZNUR CANKAYA

Isparta University of Applied Sciences
The Institute of Graduate Education
Department of Field Crops

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Muhammet TONGUC

Safflower (Carthamus tinctorius L.) is an important oil seed crop species. In the
present study, total of 39 safflower cultivars and breeding lines were used as plant
material. Thirty three of the plant material was registered safflower cultivars and 6 was
breeding lines.

Peroxidase gen polymorphisms were used to asses genetic diversity of safflower
genotypes. A total of 15 peroxidase markers were used and these markers produced 71
bants and 50 of them was found to be polymorphic among the safflwer genotypes.
Markers produced 1-9 bants per assay and average number of bands produced per
marker was 4.7, of which 3.3 was polimorphic among the safflower genotypes.
Similarity coefficients was calculated and used to produce dendrograms. Similarity
coefficients were high among the safflower genotypes and average coefficient value
was 0.80. Cluster analysis placed all safflower genotypes under 2 main clusters, and
genotypes were not clustered based on their country of origin. Principal coordinate
analysis (PCA) placed Shufu, Ziyang, Enana and Dinger differently than the other
genotypes.

Safflower genotypes could be distinguished from each other based on cluster analysis,
however; genetic similarity was found to be high among the studied genotypes. Results
Show that safflower cultivars are higly similar and it is necessary to increase genetic
diversity of safflower germplasm used in breeding studies.

Key Words: Safflower, Carthamus tinctorius, Molecular marker, Peroxidase

2019, 39 pages
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1. GIRIS

1.1. Aspir Hakkinda Genel Bilgiler

Aspir (Carthamus tinctorius L.); yalanci safran, Amerikan safran1 ve boyaci safrani
gibi isimlerle de bilinen, tek yillik, genis yaprakli, sar1, kirmizi, turuncu, beyaz ve krem
renklerinde ¢iceklere sahip, dikenli ve dikensiz g¢esitleri bulunan, kuraga dayanikli ve
ticari gesitlerindeki ortalama yag oran1 % 30-45 arasinda degisebilen bir yag bitkisidir.
Ik olarak Asya kitasiin giineyinde, Ortadogu bolgesinde ve Akdeniz iilkelerinde

ekildigi bilinmekte ve tiim diinyaya buradan yayilmis olabilecegi kabul edilmektedir.

Asteraceae (Compositae, Papatyagiller) familyasi tiim ¢igekli bitki familyalari iginde
en ¢ok tiire sahip olan familyadir. Asteraceae familyasi diinya ¢apinda 1100 cinse ve
20 binden fazla tiire sahiptir (Cronquist, 1988). Ulkemizde Asteraceae familyas1 133
cins ve 1100’den fazla tiir ile temsil edilmektedir. Asteraceae familyasindan olan
Carthamus cinsi 25 tiir igermektedir ve bu tiirlerden birgogu Akdeniz havzasina 6zgii
tirlerdir. Aspir (Carthamus tinctorius L.) bitkisi Carthamus cinsinin kiiltiiri yapilan
tek tirtidiir ve 3000 yildan beri Ortadogu’da yag, baharat ve boya bitkisi olarak
kullanilmaktadir (Knowles, 1980). Aspir bitkisinin genetik cesitlilik merkezinin
Uzakdogu, Ortadogu, Hindistan-Pakistan, Habesistan ve Avrupa kitasi oldugu kabul
edilmektedir (Knowles, 1969).

Uzakdogu’da aspir bitkisi sadece ¢igekleri i¢in yetistirilen bir bitkidir. Aspir bitkisinin
cicekleri pek cok hastaligin tedavisinde kullanildig1 gibi, bitkisel ¢ay olarak da
tiiketilebilmektedir. Cay olarak tiikketilmesinin nedeni, ¢igeginde amino asitler, mineral
maddeler ve baz1 vitaminlerin (B1, B2, B12, C ve E) bulunmasidir (Wang, 1999;
Rahamatalla, 1998). Aspir bitkisi tibbi olarak, kadinlarin aybasi donemlerinde, kalp-
damar rahatsizliklarinda (Hotta, 2002) ve travma sonucu olusan sisliklerin ve agrilarin
tedavisinde agr1 kesici ve ates diisiirlicii olarak kullanilabilmektedir (Bocheva, 2003).
Bu kullanimlarin dogrulugu, yapilan klinik ve laboratuvar calismalar1 ile de
desteklenmistir. Klinik ¢aligsmalarda, yiiksek tansiyonu disiirdiigii (Lin, 1992; Zhang
ve Cheng, 2005; Kono, 2002), damarlardaki kan akisini arttirarak dokularin daha fazla
oksijen almalarin1 sagladigi gdzlenmistir. Afganistan ve Hindistan‘da aspir

1



yapraklarindan yapilan cay, kadinlarin diisiikk yapmasini 6nlemek icin tedavilerde
kullanilmistir. Ortadogu iilkelerinde, Hindistan’da ve Afrika’da, zehirlenmelerde

panzehir olarak (Kneusel, 1994) ve kabizlig1 tedavide kullanilmastir.

Aspir tohumlarindan elde edilen yag, kaliteli yemeklik yag olarak kullanilmaktadir.
Aspir yag1 ozellikle oleik asit (omega-9) bakimindan zengin olup giliniimiizde oleik
asit oran1 % 70’in lizerinde olan cesitleri gelistirilmistir. Zeytinyagindaki oleik asit
oranmin % 65-85 oraninda oldugu bilinmektedir. Insan saglig1 agisindan énemli olan
yemeklik yagin doymamis yag asidi oram1 goz Oniine alindiginda, aspir yaginda
doymamis yag orani % 80’nin iizerine ¢ikmaktadir. Zeytinyaginda ise bu oran %
81°dir. Ozellikle insanlar agisindan gok gerekli yag asidi olan linoleik asit (C18:2)
orant % 75’e kadar ulagtigindan énemli bir besin kaynagidir (Sales, 2005; Vogel ve
Browse, 1996).

Aspir tohumlarindan yagi alindiktan sonra geriye kalan kiispe, icerdigi % 25’e varan
ham protein oraniyla hayvancilikta kullanilabilecek iyi bir yem kaynagidir. Tohum
kabuklar1 sanayide pek ¢ok alanda kullamlabilmektedir. Ornegin, daha yogun ve sert
yiizeyli tohumlar kagit yapiminda, hafif ve gozenekli tohumlar firinlanmis tugla ve
seramik yapiminda, yalitim islerinde dolgu maddesi olarak, kolay kirilabilir hassas

esyalar i¢in ambalaj paketi yapiminda kullanilmaktadir (Anonim, 2005).

Aspir bitkisinin Anadolu’ya gelisinin Orta Asya’dan go¢ eden Tiirkler vasitasiyla
oldugu sanmilmaktadir. Bulgaristan’dan gelen gog¢menlerle bazi dikenli c¢esitler
Marmara bolgesine 1940-1945 yillarinda getirilerek tarimi yapilmustir. Ulkemize girisi
bu kadar eski olmasina ragmen, maalesef bugiine kadar gerekli 6nem verilmediginden
Tiirk tarimindaki yerini bulamamistir. Ulkemizde, baz1 yorelerde dikenli aygicegi ve

zerdecal olarak da bilinmektedir.

[lk defa, 1929-1930 yillarinda Eskisehir’de bulunan Sazova Tohum Islah
Istasyonunda, aspir bitkisinin yetistirme teknikleri ve 1slahi iizerine bir ¢alisma
baslatilmistir. Yaklasik 10 yi1l kadar stiren bu calismalar, 1939 yilinda baslayan II.
Diinya Savasi nedeniyle durma noktasina gelmistir. Bu siire icerisinde, elde bulunan

mevcut yerli popiilasyonlarla yapilan ¢alismalarin sonucunda, 1935-1936 yillarinda,



en iyi verimi gosteren ve ayni ozelliklere sahip 5 bitkinin karigimiyla kompozit bir
cesit elde edilmistir. Elde edilen bu ilk dikensiz kompozit ¢esit "Yenice 1813" ismiyle
bolge ¢iftgisine dagitilmistir (Anonim, 2005).

Niifusumuzun artmasi ve aygigegi tarimindaki yasanan giicliiklerin (yabanci ot olan
canavar otunun aygi¢eginde yayginlagmasi) sonucu ortaya ¢ikan liretim disikligi,
yillik yag ihtiyacimizi arttirmistir. Meydana gelen bu yag agiginin bir dereceye kadar
kapatilmasi i¢in, yaklasik 19-20 yillik bir aradan sonra, T.C. Tarirm ve Orman
Bakanliginin talimatlar1 dogrultusunda, aspir konusundaki ¢alismalar, 1958 yilinda
tekrar baglatilmigtir. Ancak gerekli onem verilmedigi i¢in 6nemli bir gelisme
kaydedilememistir. Bugiin sadece Isparta, Eskisehir ve Balikesir gibi ge¢it yorelerinde
ciftciler tarafindan belirli miktarlarda ekilen, el preslerinde veya diger yontemlerle
yag1 cikarilarak bolgesel olarak tiiketilen, piyasaya arz edilmeyen bir yag bitkisi

konumuna diigsmiistiir.

Ulkemizde her yil toplam 1.000.000-1.200.000 ton civart bitkisel kaynakli yemeklik
yag tiiketilmektedir. Ulkemiz genelinde yetistirilen degisik yag bitkilerinden elde
edilen yag miktar1 yaklasik 600.000 tondur. Geri kalan ihtiyacimiz ise, her yil yiiz

milyonlarca dolar doviz ddenerek disaridan ithal yolu ile karsilanmaktadir (Anonim,

2005).

Ulkemiz aspirin genetik ¢esitlilik iceren bir bdlgesinde olmasina karsmn bu cesitliligin
ortaya ¢ikarilmasi i¢in yapilan ¢aligmalar yetersizdir. Molekiiler markirlarin genetik
haritalama, genlere bagli markir gelistirme, genetik cesitliligi tespit etmede basari ile
kullanilmalarina karsin aspirde kullanim alanlar1 sinirli olmustur. Aspirde izoenzimler
(Zhang, 2001; Carapetian ve Estilai, 1997), RAPD (Yazdi-Samadi vd., 2001;
Ravikumar vd., 2005), AFLP (Johnson vd., 2005) markir sistemleri kullanilarak
genetik karakterizasyon g¢aligmalari yapilmis fakat spesifik gen sekanslari ile dizayn
edilen markirler kullanilarak aspirde genetik karakterizasyon ¢aligmasi yapilmamistir.
Ayrica ¢ok sayida tescilli ¢esit ve 1slah hattin1 kendi igerisinde karsilastiran bir
calismada su an literatiirlerde bulunmamaktadir. Yapilan ¢alisma ile farkl tilkelerde
iretilen aspir ¢esit ve hatlar1 genik markirlar kullanilarak karakterize edilmis ve

bdylece bu alandaki eksikligin giderilmesi i¢in bir ¢alisma yapilmistir.



1.2. Molekiiler Markirlar

1960’1 yillardan sonra DNA’nin yap1 ve isleyisinin ortaya cikarilmasiyla hizla
gelismeye baslayan molekiiler biyoloji ve molekiiler markir teknolojileri ile bitkilerin
genetik yapilarinin aydinlatilmasi, molekiiler karakterizasyon, filogenetik ¢aligmalar,
gen haritalamalar1 ve markir destekli seleksiyon teknikleriyle, diger alanlarda oldugu
gibi tarimda da yeni bir donem baglatilmistir. Ayrica DNA’nin yapisinin anlagilmasi
ve DNA’y1 kullanabilecek tekniklerin gelistirilmesi ile canlilarin genetik yapisinda,
geleneksel 1slah metotlartyla ve dogal iireme-cogalma siiregleriyle elde edilemeyen

degisiklikler yapilmasi da miimkiin hale gelmistir.

Molekiiler biyoloji tekniklerinin gelistirilmesi birgok DNA markir tipinin ortaya
cikmasinda biiyiik rol oynamistir. Morfolojik markirlar bazi durumlarda genotipik
tanimlama amaciyla kullanilabilmektedir. Fakat bu tip markirlarin kolay elde
edilebilmelerine karsin sayilarinin yetersiz olmasi, bazi durumlarda cevresel
faktorlerden etkilendikleri igin  kullanimlarinda  ¢esitli ~ sikintilar ~ ortaya
cikabilmektedir. Fenotipik oOzelliklerin genetik kontrol mekanizmasinin tam
bilinmemesi, yetersiz varyasyon ve bitkilerde aranilan bazi fenotipik o6zelliklerin
ortaya cikisinin uzun zaman almasi; bitki 1slah¢ilarin1 daha hizli ve dogru karar
vermekte yardimci olan, DNA markir sistemlerine yonelten diger sinirlayici

etkenlerdir.

Morfolojik karakterler, teknolojik 6zellikler ve tiiriin molekiiler biyolojisine ait bilgiler
kullanilarak genetik parametreler hesaplanabilir (Tanksley ve McCouch, 1997). Her
yontemin kendine ait 6zellikleri ve istiinliikleri olmasina karsin genetik gesitliligi
karakterize etmenin en 1yi yolu her {i¢ yontemin birlikte kullanilmasidir. Bitki genetigi
ve 1slahinda kullanilabilen pek ¢ok kimyasal ve molekiiler markir sistemi giiniimiizde
gelistirilmis ve diizenli olarak kullanilabilmektedir. Bu markir tiplerine 6rnek olarak;
izoenzimler, RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphisms) (Botstein vd.,
1980), RAPD (Randomly Amplified Polymorphic DNA) (Williams vd., 1990), AFLP
(Amplified Fragment Length Polymorphisms) (Vos vd., 1995), ISSR (Inter Simple
Sequence Repeats) (Zietkiewicz vd., 1994) ve SSR (Simple Sequence Repeats)

markirlari verilebilir (Tautz vd., 1989).



Molekiiler markirlar genetik harita gelistirme, genlerin baglanti haritalar1 tizerinde
yerini belirleme, genetik ¢esitliligi tespit etmede basari ile kullanilmalarina karsin,
aspirde kullanim alanlar1 son zamanlara kadar sinirli olmustur. Son yillarda ise
molekiiler teknikler aspir bitkisinde de kullanilmaya baslanmislardir. Bitki 1slahinda
melezlemeler yoluyla genetik islemlerin ve seleksiyonun etkinligi arttirilmaya
calisilmaktadir. Bunlar ¢ok uzun zaman alan, zahmetli ve yiiksek maliyet isteyen
islemlerdir. Bitkilerin genetik potansiyellerinin amaca uygun bi¢imde yonlendirilmesi
acisindan son yillarda protein, izoenzim ve DNA markirlar1 gibi molekiiler markirlarin
gerek arastirma gerekse uygulamada kullanimi biiyilkk 6nem kazanmakta ve bitki
islahinda bunlardan yararlanma olanaklar1 arastirilmaktadir (Halward vd., 1992).
Molekiiler markirlardan genel olarak Kalitatif ve kantitatif Gzelliklerin 1slahinda,
seleksiyonda, genetik ve linkage haritalamalarinda, ¢esit tanimlamasi ve
korunmasinda, genotipler arast genetik uzakligin belirlenmesinde yararlanilmaktadir.
Molekiiler markirlar 1slah  projelerinin ~ siirelerini  kisaltarak  maliyetlerini

diistirmektedirler.

[k kullanilan molekiiler yontemlerden olan izoenzimler, protein temelli markirlardir
ve yeterli miktarda polimorfizm iiretememektedirler. Daha sonra kullanilmaya
baslayan RFLP yontemi yiiksek beceri, donanim isteyen calisanlar ve ortam
gerektirmekte ve bunlardan dolayr pahali ve zaman alici olmaktadir. Ayrica PCR
temelli yontemlere gore yeterli sayida polimorfizm tiretmek miimkiin olmamakta ve
yeterli veri iiretmek zaman almaktadir (Ragot ve Hoisington, 1993). Daha sonra
gelistirilen RAPD yontemi herhangi bir organizmadan alinan DNA’y1 10 niikleotid
uzunlugundaki tesadiifi DNA bazlar1 kullanarak ¢ogaltmakta bitki 1slahi, ekoloji ve
genetik alaninda kullanilabilecek yeterli miktarda polimorfizmler ¢aligilan tiire bagh
olarak {iretilebilmektedir (Welsh ve McClelland, 1990). Fakat RAPD yo6ntemi ile elde
edilen sonuglarin farklt gruplar tarafindan tekrarlanmasinda sorunlar ortaya
cikabilmektedir ve bundan dolayr RAPD markir sisteminin kullanimi azalmstir.
AFLP yonteminde yliksek oranda polimorfizm iiretilmesine karsin bu yontemi
kullanacak laboratuvar ve personele ihtiyag vardir ve yukarida deginilen diger
yontemler gibi AFLP yonteminde de iiretilen polimorfizmler kodlama yapmayan

bolgelerden iiretilmektedir.



Bununla birlikte, Diinya’da ve iilkemizde yapilan 1slah ¢aligmalariyla gelistirilen
gesitlerin direticiye aktarilmasinda ve dreticinin gesit segiminde zorluklar
yasanmaktadir. Cesit, tescil ve sertifikasyonun da stabil, yiiksek verimli ve kaliteli
cesitlerin belirlenmesinde, tarla denemeleri ve laboratuvar testleri yaninda molekiiler

markirlar 6zellikle DNA markirlarinin kullanilmasi ile bu sorunlar1 asmak olasidir.

1.3. Peroksidaz Gen Ailesi

Peroksidazlar, bitkilerde yaygin olarak bulunan, prostetik grup olarak demir-porfirin
ihtiva eden oksidaz grubu enzimlerdir. Bitki organ ve hiicrelerinden kolayca izole
edilebilirler. Peroksidazlarin bir¢ok fizyolojik olayla iligkisinin bulundugu ve
metabolizmada aktif rol oynadig1 tespit edilmistir. Bitkilerde peroksidazlarin énemli
bir fonksiyonu lignin sentezidir. Bunun disinda peroksidazlar endojen IAA (indol
asetik asit) sentezinin diizenlenmesi, H,O, detoksifikasyonu, etilen iiretimi, krolofil
yikimi ve fenolikler gibi cesitli organik bilesiklerin oksidasyonuyla da iligkisi oldugu
belirlenmistir. Her bitki, substrat spesifikligi ve bitkideki yerlesimi farkli olan ¢ok
sayida peroksidaz izoenzimlerine sahiptir. Izoenzimlerin molekiiler agirliklar1 30.000

ile 50.000 dalton arasinda farklilik géstermektedir.

Peroksidazlar gesitli organik substratlarin bir elektron oksidasyonunu katalizlerler. ilk
adim H,0, veya bir organik hidroperoksit tarafindan enzimin demir prostetik
grubunun iki elektron oksidasyonuyla ilgilidir. Ferriperoksidaz enziminin H,0, ile
interaksiyonu bir kararsiz bilesigin olusmasiyla sonuclanir (Reaksiyon 1). Bilesik I
olarak adlandirilan bu ara {iriin bir elektron vericisiyle (HDH) reaksiyona girerek
oksitlenir ve bilesik II olusur (Reaksiyon 2). Bilesik II bir elektron kaybederek
tekrardan enzimin dinlenme formuna (Fe,3*) doniisiir (Reaksiyon 3). Fe,®*, bilesik I ve

bilesik II ile ilgili siklus ¢ogu peroksidaz reaksiyonlar1 i¢in geneldir.

Fep3+ + H202 —_—> BlleSIk I+ Hzo (11)
Bilesik [+ HDH ——— Bilesik Il + HD (1.2)
Bilesik Il + HDH ——  Fep** + HD + H,0 (1.3)



Elektron verici molekiillerin peroksidatif oksidasyonuna ek olarak, gesitli oksidaz
reaksiyonlariin H,0, yoklugunda peroksidaz tarafindan katalizlendigi belirlenmistir.
Bu oksidaz reaksiyonuna bilesik I ve bilesik II katilmaz. O, siiperoksit radikaline (Oz")
indirgenir. Bu oksidaz siklusu ferroperoksidaz (Fe,?*) ve bilesik III ile ilgilidir.

Bilesik 11 + H20: —> » Bilesik III

Peroksidaz enziminin katalizorliigiinde gergeklesen hidrojen peroksidin oksidasyon

reaksiyonu Sekil 1.1°de gosterilmektedir.
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Sekil 1.1. Peroksidaz katalizorliiglinde, hidrojen peroksidin oksidasyon reaksiyonu

(Wong, 1995)



Peroksidazlar ve katalazlar, bitkilerde ve hayvanlarda bulunan hidroperoksidazlardir.
Hidroperoksidazlar, substrat olarak hidrojen peroksit veya organik peroksit kullanan

oksidorediiktazlardir. Hidroperoksidazlar, zararli peroksitlere karsi viicudu korurlar.

Bitki hiicrelerinde peroksidaz esas olarak hiicre duvarinda, vakuollerde, transport
organellerinde ve membrana bagli ribozomlarda bulunur. Bitkilerdeki peroksidazlarin
caligsmasi, hiicrelerdeki bulunduklar1 yer, doku spesifikligi ve baz1 izoperoksidazlarin
fonksiyonlartyla alakalidir. Farkli izoperoksidazlar farkli substrat spesifikligine, 1s1

kararliligina ve hiicresel birimlerde dagilma 6zelligine sahiptirler.

Bundan dolay1 farkli amag i¢in meydana gelen reaksiyonlar1 katalizlerler ve gelisme
ile ilgili spesifik olaylara katilirlar. Nicotiana tabacum’un kallus, vejetatif form ve
cicek tomurcuklarinda, 47 izoperoksidaz bulunmus ve bunlarin yarisindan ¢ogunun

gelisme ile ilgili spesifik olaylarda rol oynadigi belirlenmistir (Everse vd., 1991).

Peroksidazlar, birkag maddeyi elektron akseptorii olarak kullanip peroksitleri
indirgerler. Her ne kadar baslangigta bitki enzimleri olarak kabul edilmislerse de
peroksidazlar, siitte, 16kositlerde, trombositlerde ve eikozanoid metabolizmasi ile ilgili
diger dokularda bulunmuslardir. Peroksidazlarin prostetik gruplari protohemdir ki bu,
apoprotein gevsek bir sekilde baglidir. Peroksidazlar tarafindan katalizlenen
reaksiyonlarda hidrojen peroksit, elektron akseptdrleri olarak gorev yapan askorbat,

kinonlar ve sitokrom c gibi bircok maddenin zararina olacak sekilde suya indirgenir:

Peroksidaz
H2.20.+AH2 » 2H.O+A

Eritrositlerde ve diger dokularda, prostetik grup olarak selenyum iceren glutatyon
peroksidaz enzimi, indirgenmis glutatyon tarafindan hidrojen peroksit ve lipid
peroksitlerinin parcalanmasini katalize eder; bodylelikle membran lipidlerini ve

hemoglobini, peroksitler tarafindan oksidasyona karsi1 korur.



Son yillarda genom sekans projelerinin baslatilmasi ve sekanslama iglemlerinin hiz
kazanmast sonucu bircok bitkiye ait genom ve genlerin Sekanslarina
ulasilabilmektedir. Bu genlerden biri olan peroksidaz gen ailesi bitkilerde biyotik ve
abiyotik stres kosullarina bagli olarak ifade edilmektedir (Passardi vd., 2005).
Peroksidaz genlerinin diger gen ailelerine mensup genlerden daha diisiikk miktarda
sekans benzerligine sahip oldugu bildirilmistir (Zhang vd., 2001) ve bundan dolay1
peroksidaz gen sekanslar1 kullanilarak dizayn edilen primerlerin polimorfizm iiretme
orani daha yiiksektir. Bu ¢alisma ile daha 6nceki ¢alismalarda kullanilan peroksidaz
gen sekanslarini amplifiye eden primerler kullanilarak aspir ¢esit ve hatlarinin genetik

akrabalik dereceleri belirlenmistir.



2. KAYNAK OZETLERI

2.1. Aspir Bitkisinin Genel Ozellikleri

Cronquist (1988) Asteraceae (Compositae, Papatyagiller) ailesi tim cigekli bitki
aileleri i¢inde en ¢ok tlire sahip olan bir familya oldugunu ortaya koymustur.
Asteraceae ailesinin diinya ¢apinda 1100 cinse ve 20 binden fazla tiire sahip oldugunu

belirtmistir.

Asteraceae tiirlerinde ¢icek durumu genel olarak kapitulumdur. Kapitulum g¢evresi bir
veya birden ¢ok brakte ile ¢evrilidir. Cigekler genel olarak hermafrodit, isinsal veya
zigamorf simetrilidir. Kaliks pappus halinde veya yoktur. Petaller 4-5 tane veya
birlesik olabilir. Korolla tiipsii veya dilsidir, tiipsii korolla 5 dislidir. Stamenler
petallere baghdir ve 5 tanedir. Her ¢igek 1 pistil tasir ve ovaryum alt durumlu, tek
lokuslu ve plasentasyon bazaldir. Meyve akendir ve ucunda genellikle pappusa sahip

veya ciplaktir.

Aspirin yabani atasinin C. palaestinus, C. persicus veya C. oxyachantus oldugu
yapilan sitogenetik, morfolojik ve taksonomik ¢alismalarin sonucu ileri siiriilmiigtiir
(Ashri ve Knowles, 1960). Bu calismalara ilave olarak son yillarda aspirin orijini ve
yabani atalarin1 bulmak igin molekiiler ¢alismalarda yapilmistir. Sehgal vd. (2008)
aspirin kloroplast DNA filojenisi ile yabani atalarmin C. palaestinus ve C.
oxyachantus oldugunu bildirmislerdir ve bu iki tiir dogal yollarla aspir ile
melezlenebilmektedirler. Fakat g¢ekirdek genlerinin DNA sekanslari kullanilarak
yapilan bagka bir caligmada ise aspirin yabani atasimin C. palaestinus oldugu
bildirilmistir (Chapman ve Burke, 2007).

Aspirin DNA miktar1 ploidi seviyesine bagli olarak degisim gostermektedir. Aspir
tirlerindeki ¢ekirdek DNA miktar1 2.58 ile 7.46 pg arasinda degigmektedir. Aspririn
DNA miktar1 2.78 pg iken C. palaestinus’'un DNA miktar1 2.82 pg ve C.
oxyachantus’un DNA miktar1 2.58 pg’dir (Garnatje vd., 2006).
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Aspir ¢esit ve hatlarinin  birgogunda tohum dormansisi bulunmamaktadir.
Dormansinin yoklugunda tohumlar ¢evre sartlart uygun olursa tabla iginde
cimlenmektedirler. Interspesifik ¢aprazlamalar (C. tinctorius x C. palaestinus) ile
yapilan bir ¢alismada tohum dormansisini kontrol eden en az dort genin mevcut olmasi
gerektigi ve genlerin additif olmayan bir calisma seklinin oldugu bildirilmistir

(Kotecha ve Zimmerman, 1978).

Dajue vd. (1993) tarafindan yapilan bir ¢alismada, tarladan hasat edilen tohumlar 20
°C’de ¢imlenme testlerine tabi tutulmuslar ve tohumlarin en az %60’ 1mnin ¢imlenmesi
icin gereken siirenin 60 saat oldugunu bulmuglardir. Bununla beraber Tiirkiye ve
Cin’den toplanan bazi ekotiplerin ¢imlenme i¢in en az 120 saate ihtiya¢ duydugu

bildirilmistir.

Baydar (2000) C. tinctorius tiiriinde giberellik asidin bitkilerde tohum verimi, yag ve
yag asidi sentezi lizerine etkisini arastirdig1 bir ¢alismada, giberellik asidin kisirliga
neden oldugu boéylece hibrit tohum tretiminde giberellik asitten pratik olarak
faydalanilabilecegini belirtmistir. Bunun yaninda tohum verimini 6nemli oranda

diisiirdiigii fakat yag asidi sentezi lizerine dnemli bir etkisinin olmadigi goriilmiistiir.

Aspir, tohumundaki yag: igin yetistirilen bir bitkidir ve tohumdaki yag miktari en
onemli agronomik ve kalite 6zelliklerinden birisidir. Aspir tohumundaki ana yag
asitleri palmitik (C16:0), stearik (C18:0), oleik (C18:1), ve linoleik (C18:2) asitlerdir.
Bunlarin haricinde laurik (C12:0), myristik (C14:0), palmitoleik (C16:1), linolenik
(C18:3), ve arakidik (C20:0) yag asitleri de diisiik oranlarda bulunmaktadir.

Samanci ve Ozkaynak (2003) Tiirkiye’de Akdeniz Universitesi deneme ¢iftliginde C.
tinctorius tiirtiniin farkli varyetelerinde ekim tarihinin tohum verimi, yag miktart ve
yag asidi bilesimi iizerine etkilerini incelemislerdir. Dikim tarihinin gecikmesiyle
palmitik, stearik, oleik asit miktarinin azaldigi, linoleik asit oraninin arttig1
gbzlemlenmistir. Dikim tarihinin gecikmesiyle tohum miktar1 ve yag oraninda da

diisiis oldugu saptanmustir.
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Knowles ve Hill (1964) aspirde oleik ve linoleik yag asitleri miktarinin bir lokustaki
i allel (Ol, ol* ve ol) tarafindan kontrol edildigini ve bu allelerin kombinasyonu ile
yag asitleri farkli 6 tip elde edildigini bildirmislerdir. Bu sonuglara gore; OIOI allel
ciftinin yiiksek linoleik asit (%75-80) ve diisiik oleik asit (%10-15) igeriginden, ol*ol*
allel ¢iftinin orta seviyede oleik asit (%35-50) ve orta seviyede linoleik asit (%42-54)
icerdiginden, buna karsilik olol allel ¢iftinin diisiik linoleik asit (%12-30) ve yiiksek
oleik asit (%64-83) igeriginden sorumlu oldugunu saptamislardir. Ayni arastiricilar,
Olol! allellerini tastyan genotiplerin %10-15 oleik asit ve %70-75 linoleik asit, Olol
allellerini tasiyan genotiplerin %18-35 oleik asit ve %60-75 linoleik asit ve olol
allellerini tagiyan genotiplerin ise %55-63 oleik asit ve %30-40 linoleik asit igerdigini

belirtmislerdir.

Yirmi ii¢ aspir ¢esidi kullanilarak Ispanya’da yapilan bir ¢alismada, cesitlerin ortalama
yag miktarlarinin %28 oldugu ve ¢esitlerin yag miktarlarinin %19.5-40 arasinda
degistigi bildirilmistir (Pascaul-Villalobos ve Alburquerque, 1996). Ayni ¢alismada
cesitlerin genel olarak yiiksek linoleik asit iceren cesitler oldugu ve sadece bir
tanesinin yiiksek oleik asit i¢eren bir ¢esit oldugu bulunmustur. Linoleik asit miktar1

yiiksek cesitlerde linoleik asit icerigi %78-82 arasinda degisim gdstermistir.

Yag asitleri icerigi farkli olan genotipleri bulmak icin yapilan bir ¢alismada (Valesco
ve Fernandez-Martinez, 2000); 31 aspir ekotipi yag asitleri kompozisyonlarini
belirlemek amaciyla 2 y1l boyunca incelenmistir. Bu amagla yaptiklari arastirmada, ilk
y1l sonunda yag asitleri kompozisyonlar1 farkli 9 aspir ekotipi belirlemislerdir. Bu
ekotipler icinde; yiiksek seviyede palmitik asit icerigine (>%09), orta seviyede stearik
asit igerigine (>%#4), yiiksek seviyede stearik asit igerigine (>%5.5), yiiksek seviyede
oleik asit igerigine (>%75-81), doymamis yag asitleri seviyesi ¢ok diisiik (<%35.5) olan
cok yiiksek seviyede oleik asit igerigine (>%385), doymamis yag asitleri seviyesi ¢ok
diisiik (<%6.5) olan ¢ok yiiksek seviyede linoleik asit igerigine (>%385) sahip ekotipler

bulunmustur.

Aspirde tohum verimini etkileyen faktorlerin etkilerinin incelenmesinde her bir
faktoriin direkt ve dolayl etkisi path analizi kullanilarak yapilabilir. Path analizinde

tohum verimi bagimli degisken olarak kullanildiginda bitki boyunun, tabla sayisinin,
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Ilk yan dalin yiiksekliginin, gévde ¢apinin, tabla capinin, bir tabladaki tohum sayisinin
ve 1000 tane agirliginin verim tizerine direkt pozitif etkilerinin oldugu ve bitki basina
diisen yan dallarin sayisinin ve yag miktarmin ise direkt negatif etkilerinin oldugu
gozlenmistir (Arslan, 2007). Baska bir ¢alismada ise biyolojik verim, tabla basina
tohum agirlig, bitki boyu, 1000 tane agrilig1 ve ¢iceklenme siiresi uzunlugunun tohum
verimi iizerine direkt énemli etkilerinin oldugu bildirilmistir (Bidgoli vd., 2006). Ik
yan dalin yerden yiiksekligi ise tohum verimi iizerine direkt olarak negatif etki ettigi

bildirilmistir.

2.2. Aspir Tle Tlgili Yapilan Molekiiler Calismalar

Bassiri (1977) asit fosfotaz izoenzimini kullanarak 14 aspir kiiltivar1 ile 9 C.
oxyacanthus ekotipini ayirt etmeyi basarmistir. Carapetian ve Estilai (1997) 9
izoenzim kullanarak 20 aspir kiiltivarini incelemistir. Calismada 5 enzim monomorfik
iken 4 tanesi kiiltivarlar arasinda polimorfizm iretmistir. Ayrica Zhang (2001) 17
farkli iilkeden 89 aspir ekotipinde izoenzim c¢alismalari yapmistir. Analizler
sonucunda 7 izoenzim 15 polimorfizm {iretmistir ve aspir ekotipleri 4 grup altinda

toplanmustir.

Sehgal ve Raina (2005) Hindistan’da yetistirilen 14 aspir kiiltivar1 kullanarak RAPD,
ISSR ve AFLP markirlar1 ile genetik benzerlik ¢alismasi yapmislardir. Calisma
sonunda ortalama polimorfik bant sayis1t RAPD markirlart i¢in 2.4, ISSR markirlar
i¢in 1.3 iken AFLP markirlari i¢in 20.5 olarak bulunmustur ve 2 AFLP markirinin 14

kiiltivart ayirt etmek icin yeterli oldugunu bildirmislerdir.

Yang vd. (2007) 32 farkli tilkeden 48 aspir genotipi kullanarak ISSR markirlari ile
molekiiler karakterizasyon caligmasi yapmistir. Calisma sonunda 22 ISSR primeri ile

355 polimorfik bant tiretilmis ve tiim genotipler birbirlerinden ayirt edilebilmislerdir.

Johnson vd. (2007) USDA (United States Department of Agriculture) koleksiyonunda
bulunan sekiz cografi bolgeden gelen aspir bitkileri ile cografi bolgeler i¢inde bulunan
genetik cesitliligi ve 93 ekotip ile de ekotipler aras1 genetik iligkileri AFLP markerleri

ile incelemislerdir. Calismada cesitlerin genetik cesitliliginin en diisiik ve dogal

13



poplilasyonlar i¢indeki genetik ¢esitliligin en yiiksek oldugu bulunmus fakat genel
olarak da ekotiplerin igerdikleri ¢esitliligin diisiikk oldugu goriilmiistiir.

36 aspir genotipi 14 RAPD primeri kullanilarak molekiiler karakterizasyon
calismasina tabi tutulmustur (Wachira vd., 2009). Calisma sonunda 36 genotip 8 farkli
gruba ayrilmistir.

Yirmi dort farkli iilkeden toplanan 85 genotipin kullanildig1r genetik cesitlilik
caligmasinda en yiiksek polimorfizm iireten markir sisteminin AFLP oldugu, bu markir
sistemini sirastyla SSR ve RAPD markir sistemlerinin takip ettigi bulunmustur.
Tiirkiye, iran, Afganistan gen havuzlarmin en yiiksek genetik gesitlilige, Uzakdogu
gen havuzlarmin ise en diisiik genetik ¢esitlilige sahip olduklar1 bulunmustur (Sehgal

vd., 2009).

Chapman vd. (2009) EST (Expressed Sequence Tags) sekanslar1 gelistirerek aspirde
384 EST-SSR bulmuglar fakat bunlardan sadece 104 tanesi test edilen aspir
genotiplerinde polimorfizm tiretmistir. Elde edilen SSR primerleri C. palaestinus ve
C. oxyacanthus tiirlerinde de test edilmis ve her ii¢ tiirde iretilen allel sayis1 2-15

arasinda degismistir.

EST kataloglarindan aspir i¢in farkli arastiricilar tarafindan 74 adet SSR markir1 daha
tretilmis ve bunlardan 5 tanesinin polimorfik oldugu bildirilmistir. Polimorfik
markirlar Hindistan’da {iretilen hibrit aspir tohumlarinin genetik safligini ayirt etmek

icin kullanilmislardir (Naresh vd., 2009).

Aspirin Mezapotamya’da 10.000 y1l 6nce kiiltiire alindig1 bilinmektedir. Fakat aspirin
morfolojiye bagli siniflandirilmalar kullanilarak 10 farkli cesitlilik merkezi oldugu
belirtilmistir. SSR markir ve kloroplast DNA polimorfizmleri Orta Dogu’nun aspirin
genetik ¢esitliliginin merkezi oldugu ve asprin 5 farkli ¢esitlilik merkezine daha sahip

oldugunu ortaya ¢ikarmistir (Chapman vd., 2010).

Hindistan orjinli 148 aspir genotipi ile SSR markirlart kullanilarak yapilan bir
calismada; SSR basina iiretilen allel sayisinin 3.6, PIC degerinin 0.284 oldugu

14



bulunmustur. Gruplandirma analizi ile genotiplerin %52’si 4 gruba dagilirken; %481
daginik olarak gruplandirilmistir ve popiilasyonlarin arasindaki genetik cesitlilik
degerlerinin yliksek c¢ikmasi popiilasyonlarin birbirinden oldukga farkli oldugunu

ortaya ¢ikarmistir (Kiran vd., 2017).

Amerika’da aspirin genetik ¢esitliligini belirlemek {izere SNP (single nucleotide
polymorphism) markirlari ile yapilan bir ¢alismada 134 genotip, 48 1slah hatt1 ve 8
yabani aspir kullanilmistir. Yapilan karsilagtirmalarda islah hatlarinda gozlenen
genetik cesitlilikteki azalmanin ¢ok az oldugu, fakat aspir ehlilestirmesinde allelik
cesitliligin cok azaldigr bulunmustur. Tiim aspir genotiplerinin ortak bir atadan

tiretildigi aciga ¢cikmistir (Pearl ve Burke, 2014).

Lee ve Chow (2014) SSR markirlar1 gelistirmek i¢in 509 primer gelistirmisler ve
bunlardan 30 polimorfik SSR markirt kullanarak 100 genotipi taramislardir. Ortalama
allel say1s1 2.8 ve PIC degeri 0.386 olarak bulunmustur.

Database kullanilarak bulunan 109 EST-SSR primerinden 42 tanesinin, C. lanatus, C.
oxycanthus ve C. tinctorius genotipleri {izerinde polimorfizm irettikleri tespit
edilmistir. Primer basina iiretilen bant sayist 2-8 arasinda degismis ve PIC degerleri
0.04-0.695 arasinda bulunmustur. Gruplandirma analizi ile tiirler birbirlerinden

ayrilmislardir (Barati ve Arzani, 2012).

Aspirde genetik haritalama ¢aligsmalarini yapmak iizere popiilasyonlar gelistirilmeye
baglanmistir (Mayerhofer vd., 2008). 138 bireyden olusan F2 haritalama popiilasyonu
Centennial ve NP-12 anaglarinin melezlenmesinden, 120 bireyden olusan interspesifik
BC: popiilasyonu C. oxycanthus ve Centennial’in melezlemesinden {iretilmistir.
Haritalama i¢in ko-dominant RFLP ve SSR markirlari kullanilmis ve her iki haritalama
poplilasyonunda 12 baglanti grubu olusturulmustur. F2 popiilasyonunda baglanti

gruplar1 9-379 cm, BC: popiilasyonunda ise 3-44 cm uzunlugunda degismistir.

Dinger 5-118 ile Remzibey-05 c¢esitlerinin caprazlanmasi ile gelistirilen ve Fe
seviyesine kadar ilerletilen rekombinant saf hatlarin (RIL) aspirde genetik haritalama

popiilasyonu olarak kullanilip kullanilamayacagi incelenmistir. Calismada toplam 16
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RIL hatti ve anaglar arasindaki polimorfizmler 10 AFLP primer kombinasyonu
kullanilarak incelenmistir. AFLP primerleri ile toplam 439 bant iretilmis ve bu
bantlardan 20 tanesi anaclar ve hatlar arasinda polimorfizm iiretmistir. Primer
kombinasyonu basina tiretilen polimorfizm sayis1 0-4 arasinda degismistir. Elde edilen
polimorfik bantlardan 9 tanesi beklenen orandan sapma gostermistir (Tongug vd.,
2011).

Aspir ve yabani tiirii olan C. palaestinus arasinda olusturulan RIL popiilasyonu
kullanilarak 2 milyondan fazla SNP haritalanmistir (Bowers vd., 2016). Genetik harita
ile her bir aspir kromozomu iizerine 75 bin-339 bin arasinda SNP haritalanmistir. Aspir
genetik haritasinin toplam uzunlugu 959 cm olarak hesaplanmis ve baglanti

gruplarinin uzunluklar1 42-102 cm arasinda degismistir.

2.3. Peroksidaz Genleri Kullamlarak Yapilan Genetik Calismalar

Koksal vd. (2005) Tiirkiye’nin c¢esitli bolgelerinden toplanan 20 adet taze fasulye
genotipi arasindaki akrabalik iliskilerini fenotipik karakterlere ek olarak molekiiler
markirlardan peroksidaz izoenzim profili kullanarak belirlemislerdir. Caligmada
peroksidaz izoenzim markirlari aktif poliakrilamid jel elektroforez (PAGE) teknigi
kullanilarak belirlenirken, fenotipik markirlar olarak tohum karakterlerinden
yararlanmiglardir. Bir dendogram fenotipik markirlara gore, diger dendogram ise
izoenzim profiline gore olusturulmus ve her iki dendogram Mantel testi kullanilarak

karsilagtirilmis ve sonug olarak incelenen genotipleri 4 grup altinda toplamislardir.

Manda otu (Buchloe dactyloides) ve 8 farkli monocot tiiriinde peroksidaz genleri
kullanilarak genetik cesitlilik calisilmistir. Yirmi sekiz manda otu genotipinde 14
peroksidaz primeri toplamda 64 band {iretmis ve bunlardan 52 tanesi (%79) polimorfik
olarak bulunmustur. Gruplandirma analizinde manda otu benzerlik degerleri 0.66-0.90
arasinda degismistir ve peroksidaz genlerinin genetik ¢esitliligi belirlemek igin SRAP

markirlart kadar kullanish oldugu bildirilmistir (Giilsen vd., 2007).

Giilsen vd. (2010) tarafindan 192 elma genotipi kullanilarak yapilan bir ¢alismada 14

peroksidaz markirt kullanilmis ve 15 markir polimorfik olarak bulunmustur. Markir
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basina 1-5 arasinda bant iiretilmis ve ortalama bant sayist 3.5 olarak bulunmustur.
Gruplandirma sonucunda benzerlik degerleri 0.56-0.98 olarak bulunmustur. 192 elma
genotipi 4 farkli grup altinda toplanmustir. Molekiiler markirlar ve genotiplerin
kiilleme skorlar1 arasinda ve gruplandirmalarda istatistiki olarak 6énemli baglantilar

bulunmustur.

Farkli turung tiirlerine ait 80 genotiple yapilan bir ¢alismada turung tiirlerinde
peroksidaz markirlar1 toplamda 148 bant iiretmistir. Uretilen bantlardan biri hari¢ diger
hepsi polimorfik olarak bulunmus ve polimorfizm oran1 %99 olarak tespit edilmistir.
Markir basina iiretilen bant sayis1 6-16 arasinda degisim gostermis ve markir basina
retilen ortalama bant sayist 10.6 olmustur. Ortalama PIC degeri 0.82 olarak
bulunmustur. Gruplandirma analizi ile kullanilan Citrus genotiplerinin 6 gruba

ayrildiklart bulunmustur (Uzun vd., 2014).

Karpuzda peroksidaz markirlar1 kullanilarak yapilan bir calismada, peroksidaz
genlerinin 258 karpuz genotipinde 150 bant tirettigi ve bunlarn 147’sinin polimorfik
oldugu bildirilmistir (Ocal vd., 2014). Primerler 6-18 arasinda degisen sayida bant
{iretmis ve ortalama bant sayis1 markir basina 12.5 olarak bulunmustur. Iki primer ¢ifti
ise herhangi bir bant {iretmemistir. Molekiiler varyans analizi aciga ¢ikarilan
polimorfizmin %54’linlin popiilasyonlar i¢inden, %39’unun cografi orjinlerden ve

%7’sinin popiilasyonlar arasindan kaynaklandigini ortaya ¢ikarmistir.

Mercimek tiirlerinde direng genleri analoglar1 (RGA), WRKY gen polimorfizmleri ve
peroksidaz genleri ile genetik ¢esitliligi arastirmiglardir. Calismada 7 peroksidaz
markirt toplamda 66 bant iiretmis bunlardan 59 tanesi mercimek tiirleri arasinda
polimorfik olarak bulunmustur. RGA markirlar1 toplam 103 bant tiretmis, 81 tanesi
polimorfik olarak bulunurken, WRKY markirlar1 52 bant tiretmis ve 47 tanesi
polimorfik olarak bulunmustur. Bu sonuglara gdére polimorfizm orami en yiiksek

markirlar WRKY ve peroksidaz markirlar1 olmustur (Sar1 vd., 2016).

Biber onemli bir kiiltiir bitkisidir. Biberde peroksidaz genleri kullanilarak yapilmis
molekiiler karakterizasyon ¢aligsmasinda, 3 tiire ait 71 biber genotipi kullanilmistir. 14

peroksidaz markir1 toplamda 139 bant tiretmistir ve markir basina iiretilen bant sayis1
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9.9 olarak bulunmustur. PIC degeri 0.09-0.22 arasinda degismistir. Yapilan
gruplandirma ¢alismalarinda Capsicum annuum, C. frutescens ve C. chinense tiirlerine
ait genotipler birbirlerinden ayrilmiglardir. Gruplandirma analizinde cografi konum ve

gruplar arasinda bir bag bulunamamistir (Akyavuz vd., 2018).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Bitki Materyali

Calismada bitki materyali olarak aspir ¢esit ve 1slah hatlar1 kullanilmistir. Tiirkiye
orijinli cesitler Ege Tarimsal Arastirma Enstitiisii (Menemen, izmir) ve diger cesit,
1slah hatlar1t USDA Western Regional Plant Introduction Station (Pullman, WA)’dan
temin edilmistir. Calismada toplam 39 aspir ¢esit ve 1slah hatt1 kullanilmistir. Bu
cesitlerden tig tanesi Tiirkiye’de tescil edilmistir (Remzibey-05, Dinger 5-118, Yenice
5-38). Diger ¢esit ve hatlar ise Cin (Ziyang, Yuyao, FO-2, Shufu, Huaxian), Meksika
(San Jose 89, Sahuaripa 88, Quiriego 88), Kanada (AC Sunset, AC Sterling, Lesaf 414,
Saffire), ispanya (Enana, CH 353, Rinconada) ve ABD (21) orijinli bitki materyalidir.
Bu materyallerin 33 tanesi tescilli aspir ¢esitleri iken 6 tanesi ise 1slah materyalidir
(CH 353, Arizona Safflower Composite 111, Lesaf 414, 4022, PCA, Enana) (Cizelge
3.1).

3.2. DNA izolasyonu

Orneklerin DNA’lar1 CTAB metodu kullanilarak Doyle ve Doyle (1990) protokoliine
gore cikarilmistir. DNA ¢ikarmak igin yaklasik 1 cm?lik yaprak kullanilmistir.
Yaprak ornekleri havan ile ezilmis ve iizerlerine %1°lik B-mercaptoethanol igeren 750
pl CTAB c¢ozeltisi eklenmis ve 1.5 ml’lik eppendorf tiipler igerisine aktarilmiglardir.
Tiipler 1sitic1 blok i¢inde 65°C’de 30 dk inkiibe edilmis ve sogutulduktan sonra
tizerlerine 750 pl fenol:kloroform:izoamiloalkol (25:24:1) ilave edilmis ve
karistirilmistir. Daha sonra oda sicakliginda mikro santrifiij ile 15000 rpm’de 7 dk
santrifiij edilmis ve supernatant pipet yardimi ile yeni eppendorf tiiplere aktarilmistir.
Aktarilan supernantantin {izerine 0.08 hacminde 7.5 M soguk amonyum asetat ve 0.54
hacminde soguk isopropanol ilave edilerek tiipler karistirilmis ve 1 saat siire ile -20

°C’de inkiibe edilmislerdir.
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Cizelge 3.1. Calismada kullanilan ¢esit ve hatlarin isimleri, gen bankasi numaralari,
orijin ve tescil durumlari

Gen . Tescil
Sira No Bankasi No Cesit Adn Orijin DUrUMU
1 P1537110 Quiriego 88 Meksika Cesit
2 PI 537111 Sahuaripa 88 Meksika Cesit
3 P1561703 San Jose 89 Meksika Cesit
4 Pl 572475 Saffire Kanada Cesit
5 P1592391 AC Sunset Kanada Cesit
6 P1 559909 AC Stirling Kanada Cesit
7 Pl 603206 Lesaf 414 Kanada | Islah hatti
8 P1610263 Enana Ispanya | Islah hatt:
9 W6 16828 Rinconada Ispanya Cesit
10 W6 16833 CH-353 Ispanya | Islah hatt1
11 TR 69497 Dinger 5-118 Tiirkiye Cesit
12 TR 69498 Yenice 5-38 Tiirkiye Cesit
13 TR 69499 Remzibey-05 Tiirkiye Cesit
14 P1 538025 Montola 2000 ABD Cesit
15 P1 601166 Oker ABD Cesit
16 Pl 572465 4022 ABD Islah hatti
17 P1 572439 PCA ABD Islah hatti
18 P1572418 Arizona Safflower Comp I11 ABD Islah hatti
19 Pl 572421 Frio ABD Cesit
20 P1560177 Oleic Leed ABD Cesit
21 Pl 538779 Centennial ABD Cesit
22 P1 601506 S-517 ABD Cesit
23 P1 572472 Rehbein ABD Cesit
24 Pl 525458 Finch ABD Cesit
25 Pl 572436 Leed ABD Cesit
26 Pl 572415 55-633 ABD Cesit
27 P1 508098 Hartman ABD Cesit
28 P1 537695 Ole ABD Cesit
29 P1 572434 UC-1 ABD Cesit
30 Pl 572414 US-10 ABD Cesit
31 P1 572471 Sidwill ABD Cesit
32 P1 537694 Royal ABD Cesit
33 P1 537692 Gila Cin Cesit
34 Pl 514632 Ziyang Cin Cesit
35 P1514631 Yuyao Cin Cesit
36 Pl 514624 Shufu Cin Cesit
37 Pl 514620 Huaxian Cin Cesit
38 P1 506426 FO-2 ABD Cesit
39 Pl 525457 Girard ABD Cesit

Daha sonra 16000 rpm’de 3 dk santrifiij edilmis ve supernatant atik olarak
bosaltilmistir. Tiiplerin dibinde kalan DNA iizerine 750 pl %70’lik etanol ilave
edilerek DNA yikanmis ve 16000 rpm’de 1 dk santrifiij edilmistir. DNA tekrar 750 pl
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%095°1ik etanol ile yitkanmis ve supernatant bosaltildiktan sonra tiipler oda sicakliginda
agizlart acik sekilde 1 saat bekletilmistir. Kuruyan DNA’nin {izerinde 100 pl TE (1
mm Na:EDTA, 10 mM Tris-HC1 pH 8.0) ¢ozeltisi ilave edilmistir. Elde edilen
DNA’larin kalitesi ve miktar1 spektorofotometrede OD260/OD2go dalga boylarinda
okunarak tespit edilmis ve tiim DNA’lar kullanincaya kadar -20 °C muhafaza

edilmistir.

3.3. PCR Reaksiyonlar1 Ve Jel Analizi

Caligmada kullanilan primer sekanslart daha 6nce yaymlamis primer sekanslaridir
(Gtilsen vd., 2007). Calismada kullanilan peroksidaz primer sekanslari Cizelge 3.2.’te

verilmistir.

Cizelge 3.2. Aspir genotiplerinin DNA’larmi1 amplifiye etmek i¢in kullanilan
peroksidaz genlerine ait primer sekanslari

Primer Forward sekans (5°-3°) Primer Reverse sekans (5°-3°)
POX1F CTCGACCTACAAGGAC POX1R ATGTAGGCGCTGGTGA

POX2F CTCGACGTCAAGGACCTC POX2R GCCCATCTTCACCATGG

POX3F CAACGAGACCAACATCGA POX3R CCTGATCTGTCCCTGCG

POX4F TTACGCTACATACAATTTCAA POX4R ACTCGACTGCGACCAG

POX5F CACACGATCGGGGCGATC POX5R AATCTGCCGGCAGAGCC

POX6F TACCCGACGGTGAGC POX6R CTTGATCGTACTGACTCTA

POXT7F CTCGACACAACCGATGTTG POX7R TTCACAAACTAGTCACAAATCACA

POX8F | CACCATCAAGAGCGTCATAAC POX8Ra | TTGGGCGTCGTCGTCT

POX9F | GGCGTCGGCGTCG POX9R | ATCGGGAAGCTTCCCCTC
POX10Fa | CCACGCCCTCATCGC POX10Ra | CATCTGGCCGTGCGTC
POX11F | CCTTCTTCTTGCCATCTTGC POX11R | CATATCGCTCCACGACCTTT

POX12Fa | CGAGCTGAGAGTGAATCGATC POX12Ra | CTTGAACGCCTGGATGAGC

POX12Fb | CTCTCTCCTGGGGGTTCTATGC POX12Rb | GCGAGCGTGGTGATGTC

POX12Fc | CGTGAGGTGGCACCTCAC POX12Rb | GCGAGCGTGGTGATGTC

POX13F | GACGGTTCTATTGGGAAGAAG POX13R | CATGAAAGTGATGAGATGGC

POX14F | CTCATCGTTAACGTCGCATC POX14R | GATGCAAGGAGTATAGTGCAAATG
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PCR reaksiyonlar1 15 pl toplam hacimde olacak sekilde hazirlanmistir. PCR

reaksiyonlarinin hazirlanmasina ait bilgiler Cizelge 3.3.’te verilmistir.

Cizelge 3.3. PCR reaksiyonlarinin hazirlanmasinda kullanilan kimyasallar ve kullanim

miktarlari

PCR bileseni Miktar (ul)

Distile saf su (ddH20) 5.8

10X PCR buffer 1.5

Bovine Serum Albumin (0.8 pg/ul) 1.2

MgCl2 (2.5 mm) 1.2

dNTP karisimi (20 mm) 0.5

Taq polimeraz 0.2

Primer (40 mm) 3.0

DNA 2.0

PCR karigimlart MyCycler PCR cihazinda amplifiye edilmislerdir. PCR reaksiyonu
toplam 34 dongiiden meydana gelmistir. Her bir dongii 1 dk 94 °C’de eritme, 1 dk 48-
54 °C’de baglanma (primerlerin erime derecelerine bagli olarak) ve 1 dk 72 °C’de
uzatmadan meydana gelmistir. PCR isleminin basinda 2 dk 94 °C’de baslangic

eritmesi ve sonunda ise 5 dk 72 °C’de son uzatma islemi de yapilmistir.

Elde edilen PCR firiinleri 1X TBE tamponu ile hazirlanan %2.5 agaroz jeller lizerinde
100 V’°da 4 saat kosturularak ayristirllmistir. Jeller etidyum bromit (10 mg/ml) ile
boyanip Kodak jel goriintiileme sistemi ile UV 15181 altinda fotograflar1 ¢ekilmistir.
100 bp molekiiler weight markir elde edilen iirtinlerin uzunluklarini karsilagtirmak i¢in

PCR iiriinleri ile birlikte kosturulmustur.

3.4. Data Analizi

Jeller iizerinde agikca secilebilen ve kolaylikla sayilabilen bantlar var ve yok (1/0)
olarak kaydedilmistir. Olusturulan veri matriksi Numerical Taxonomy and
Multivariate Analysis System (NTSYS-pc ver. 2.2, ROHLF, 1990) programi

kullanilarak incelenmistir. Benzerlik matriksi SIMQUAL alt programi ve Jaccard’s
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[a/(atb+c)] benzerlik koefficient katsayist kullanilarak hesaplanmistir. Formiilde a =
x ve y cesitleri arasindaki ortak bant sayisi, b = x ¢esidinde olan fakat y ¢esidinde
olmayan bantlarin sayisi ve ¢ =y ¢esidinde olan fakat x ¢esidinde olmayan bantlarin
sayisidir. Gruplandirma SAHN alt programi ve unweighted paired group method using
arithmatic averages (UPGMA) metodu kullanilarak yapilmistir. Molekdiler verilere ait
principal component analizi (PCA) i¢cin ORDINATION alt programindan eigen
degerleri ve vektor degerleri hesaplanmistir. UPGMA metodu ile olusturulan
gruplandirmanin benzerlik matriksi ile olan uyumluluk derecesini tespit etmek i¢in
Mantel’s z test degerleri NTSYS-pc programi i¢cindeki MX COMP alt programi
kullanilarak hesaplanmistir. Markirlara ait PIC degerleri GDDOM programi
kullanilarak hesaplanmistir (Abuzayed vd., 2016).
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4. BULGULAR VE TARTISMA

Calismada 39 aspir genotipi icerisinde peroksidaz gen polimorfizmlerini tespit etmek
i¢cin toplam 15 peroksidaz markirt kullanilmistir. Kullanilan markirlarin tiimii aspir
genotiplerinde bant iiretmistir. POX8 markir1 toplam 2 bant iiretmis fakat iiretilen
bantlar tiim aspir genotiplerinde monomorfik olarak bulunmustur (Cizelge 4.1). Diger
tiim bantlar genotipler arasinda polimorfizm tiretmislerdir. Markir basina iiretilen bant
sayis1 1-9 arasinda degismistir. Aspir genotiplerinde iiretilen toplam bant sayis1 71 olur
iken polimorfik bant sayis1 50 olarak bulunmustur. Markir basina iiretilen ortalama
bant sayis1 4.7 olarak bulunurken, polimofik bant sayist 3.3 olarak bulunmustur.
Polimorfizm orani1 %0-100 arasinda degismistir ve ortalama polimorfizm orani %70.9
olarak bulunmustur. PIC degerleri her bir markir i¢in hesaplanmistir. POX8 markiri
polimorfik olmadigi i¢in PIC degeri 0.0 olarak bulunmustur. Diger polimorfik

markirlarin PIC degerleri 0.17-0.48 arasinda degisim gostermistir.

Cizelge 4.1. Calismada kullanilan peroksidaz markirlar1 ve bu markirlarin tirettikleri
bant sayilari

Markir Topslj;?s?”el Polin:(;;liislf allel Pglri ;?lcl)zzz)m PIC
POX1 6 5 83.3 0.18
POX2 3 3 100 0.48
POX3 9 5 55.5 0.25
POX4 7 5 71.4 0.25
POX5 6 5 83.3 0.27
POX6 9 6 66.6 0.28
POX7 4 3 75.0 0.19
POX8 2 0 0.0 0.0
POX9 5 3 60.0 0.29

POX10c 5 4 80.0 0.28

POX10d 4 2 50.0 0.17

POX11 3 2 66.6 0.28

POX12a 1 1 100 0.26

POX12b 4 3 75.0 0.19

POX12c 3 3 100 0.43
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Aspirde peroksidaz genleri kullanilarak iiretilen bantlara ait 6rnekler Sekil 4.1. ve

Sekil 4.2. de verilmistir.
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Aspir genotiplerinde peroksidaz gen polimorfizmleri ve UPGMA metodu kullanilarak
gruplandirma ¢alismalar1 yapilmistir. Gruplandirma ¢aligmalarinda kullanilmak iizere
genotiplerin benzerlik Kkatsayilari Dice yontemine goére NTYSC-pc programi
kullanilarak hesaplanmistir. En diisiik benzerlik katsayis1 Shufu ve UC-1 arasinda
bulunmustur (0.56). En yiiksek benzerlik katsayilari ise Frio, AC Sterling ve Montola
2000 arasinda bulunmustur (0.91). Aspir genotipleri arasindaki benzerlik katsayilari
genellikle yiliksek olmustur ve benzerlik katsayilarinin ortalamast 0.80 olarak

bulunmustur (Cizelge 4.2).

Gruplandirma analizi ile aspir genotipleri 2 ana grup altinda toplanmistir. Frio ve AC
Sterling arasinda yiiksek benzerlik katsayisindan dolayi bir fark gézlenememis ve bu
iki genotip birbirlerinden ayrilamamistir (Sekil 4.3.). Diger tiim genotipler
birbirlerinden ayr1 olarak gruplandirilmistir. Gruplandirma sonucunda genotiplerin
iilke orjini olarak gruplanmadigi bulunmustur. Ornegin Tiirkiye orijinli olan 3 gesit

yapilan gruplandirma ¢aligmasi ile birbirlerinden farkli gruplarda yer almistir.

Aspirde peroksidaz gen polimorfizmleri kullanilarak yapilan gruplandirma
caligmalarina ilaveten principal koordinat analizi de (PCA) yapilmistir. PCA analizi 4
faktor {lizerinden yapilmig ve birinci faktor gozlenen degisimin %46.3’linil
aciklamugtir. Ikinci faktor degisimin %7.8’1m1 ve iiciincii faktér ise %4.7’sini
aciklamistir (Sekil 4.4.). PCA analizine gore Shufu, Ziyang, Enana ve Dinger diger

genotiplerden farkli olarak bulunmustur.
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gosteren 2 boyutlu PCA grafigi
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5. SONUC VE ONERILER

Mevcut ¢alismada 39 aspir genotipi igerisinde peroksidaz gen polimorfizmlerini tespit
etmek i¢in toplam 15 peroksidaz markir1 kullanilmistir. Kullanilan markirlarin timi
aspir genotiplerinde bant iiretmistir. POX8 markiri toplam 2 bant {iretmis fakat iiretilen
bantlar tiim aspir genotiplerinde monomorfik olarak bulunmustur (Cizelge 4.1.). Diger
tiim bantlar genotipler arasinda polimorfizm tiretmislerdir. Markir basina iiretilen bant
sayis1 1-9 arasinda degismistir. Aspir genotiplerinde iiretilen toplam bant sayis1 71 olur
iken polimorfik bant sayis1 50 olarak bulunmustur. Markir basina iiretilen ortalama

bant sayis1 4.7 olarak bulunurken, polimofik bant sayisi 3.3 olarak bulunmustur.

Markir basina iiretilen polimorfizm orani %0-100 arasinda degismistir ve ortalama
polimorfizm oram1 %70.9 olarak bulunmustur. PIC degerleri her bir markir igin
hesaplanmistir. POX8 markir1 polimorfik olmadigr i¢cin PIC degeri 0.0 olarak
bulunmustur. Diger polimorfik markirlarin PIC degerleri 0.17-0.48 arasinda degisim

gostermistir.

Yapilan gruplandirma ¢aligmalar1 aspir genotiplerini birbirinden ayirmis fakat genetik
benzerlik yiiksek olarak bulunmustur. Bu durum kullanilan aspir genotiplerinde
yiikksek oranda benzerlik oldugunu ve 1slah ¢alismalarinda genetik cesitliligin

artirtlmasi gerektigini ortaya ¢ikarmaktadir.
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