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ÖZET 

 

Doktora Tezi 

 

HAVUÇ (Daucus carota L.) BİTKİSİNDE Rf  LOKUSU İLE BAĞLANTILI SNP 

MOLEKÜLER İŞARETLEYİCİLERİN GBS YÖNTEMİ KULLANILARAK 

BELİRLENMESİ VE DOĞRULANMASI   

                     

Sevin TEOMAN DURAN 
 

Bursa Uludağ Üniversitesi 

Fen Bilimleri Enstitüsü 

Bahçe Bitkileri Anabilim Dalı 

 

Danışman: Prof.Dr. Ahmet İPEK 
 

Bu çalışmada, havuç bitkisinde erkek kısırlığı kontrol eden Rf (Restorers of fertility) 

lokusu ile bağlantılı SNP moleküler işaretleyicilerin GBS (Genotyping by sequencing) 

yöntemi kullanılarak tespit edilmesi ve eş zamanlı PZR simple probe yöntemi ile 

doğrulanması amaçlanmıştır. Bu amaca yönelik olarak erkek kısırlık karakterinin 3:1 

oranında açılım gösterdiği 96 adet bitkiden oluşan F2 haritalama popülasyonu 

oluşturulmuştur. 96 adet bitkiden elde edilen DNA örnekleri ile GBS analizi yapılmış ve 

10 425 adet SNP moleküler işaretleyicisi tespit edilmiştir. Bu SNP moleküler 

işaretleyicileri kullanılarak oluşturulan ilişkilendirme haritalaması ile Rf1 geninin 

havucun 9. kromozomu üzerinde bulunduğu tespit edilmiştir. Havucun 9. Kromozom 

üzerinde yer alan SNP moleküler işaretleyiciler kullanılarak oluşturulan genetik bağlantı 

haritası Rf1 geninin yerini doğrulamıştır. Buna göre; Rf1 genine yakın olduğu tespit 

edilen üç adet SNP moleküler işaretleyicisi (DcSNP_3342931, DcSNP_4822988 ve 

DcSNP_6233708) belirlenmiştir.  

Tespit edilen SNP moleküler işaretleyicilerinin (DcSNP_3342931, DcSNP_4822988 ve 

DcSNP_6233708) doğrulanmasında, eş zamanlı PZR simple probe yöntemi sonucunda 

oluşturulan erime eğrisi (melting curve) analizleri kullanılmıştır.  Erime eğrisi analizleri 

ile; popülasyondaki tüm bireylerin homozigot fertil (Rf1Rf1), heterozigot fertil (Rf1rf1) 

ve erkek kısır (rf1rf1) olma durumları ayrı ayrı tespit edilmiştir. Fenotipik gözlem 

verileri ve GBS analizi sonuçları, erime eğrisi analizi sonuçları ile karşılaştırılmış; 

simple probe yönteminin fenotipik gözlem verilerini %97,9 oranında doğruladığı tespit 

edilmiştir.  

Sonuç olarak; havuç bitkisinde erkek kısırlık karakterini kontrol eden Rf1 geninin havuç 

genomundaki yerinin tespit edilmesi ve Rf1 geni ile bağlantılı olduğu belirlenen 

DcSNP_3342931, DcSNP_4822988 ve DcSNP_6233708 SNP moleküler 

işaretleyicilerinin belirlenmesi hibrit havuç çeşitlerinin geliştirilmesini hızlandıracaktır. 

Ülkemizdeki yerel standart havuç çeşitlerinin hibrit çeşitlere dönüştürülmesine yardımcı 

olacaktır. Yerel hibrit havuç çeşitlerinin geliştirilmesi yurtdışına ödenen döviz kaybının 

önüne geçerek ülkemiz ekonomisine katkıda bulunacaktır. 

 

Anahtar Kelimeler: Havuç, erkek kısırlık, Rf genleri, hibrit tohum üretimi, GBS, SNP, 

simple probe                                                             

2019, viii + 66 sayfa. 
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ABSTRACT 

 

PhD Thesis 

 

IDENTIFICATION AND VALIDATION OF SNP MARKERS LINKED TO Rf  

LOCUS IN CARROT (Daucus Carota L.) USING GBS 
 

Sevin TEOMAN DURAN 

 

Bursa Uludag University 

Graduate School of Natural and Applied Sciences 

Department of Horticulture 

 

Supervisor: Prof.Dr. Ahmet İPEK  

 

In this PhD thesis, it was aimed to identify SNP (Single nucleotide polymorphism) 

markers linked to Rf locus using GBS (genotyping by sequencing) and validate SNPs 

using A SimpleProbe® real-time PCR assay. For this purpose, a F2 carrot population 

composed of 96 plants and segregating for male sterility (male fertile (3): male sterile 

(1)) was produced.  

In this population, 10 425 segregating SNP markers were discovered by GBS analysis. 

Association mapping analysis demonstrated that Rf1 is located on chromosome 9 of the 

carrot genome. A genetic linkage map of carrot chromosome 9 was developed using 

GBS generated SNP markers and confirmed the location of Rf1 on chromosome 9 of the 

carrot genome. Using the results from association mapping and genetic mapping 

analyses, three SNP markers (DcSNP_3342931, DcSNP_4822988 and 

DcSNP_6233708) were selected for SimpleProbe® real-time PCR assay. 

Melting curve analysis of SimpleProbe® real-time PCR assay was performed for SNP 

markers (DcSNP_3342931, DcSNP_4822988 ve DcSNP_6233708) and genotypes of all 

plants in this F2 population were determine as homozygous male fertil (Rf1Rf1), 

heterozygous male fertile (Rf1rf1) and male sterile (rf1rf1). When the phenotypic 

observation data and GBS analysis results were compared with melt curve analysis 

results, simpleProbe® real-time PCR assay confirmed the phenotypic observation data 

by 97,9 %. 

Consequently, determination of the Rf1 located on chromosome 9 of the carrot genome 

and identification of SNP molecular markers (DcSNP_3342931, DcSNP_4822988 ve 

DcSNP_6233708) linked to Rf1 gene would accelerate the development of new hybrid 

carrot varieties. Furthermore, the results of this research would help to convert open-

pollinated carrot varieties to hybrid varieties in our country. Thus, development of local 

hybrid varieties will contribute to economy of our country by preventing foreign 

exchange losses. 

 

Key words: Carrot, male sterility, Rf genes, hybrid seed production, GBS, SNP, simple 

probe                                                              

2019, viii+ 66 pages.  
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1. GİRİŞ 

Havuç (Daucus carota L.) Apiaceae familyasında yer alan iki yıllık otsu bir sebze 

türüdür. Serin iklim sebzesi olan havuç, kökleri tüketilen sebzeler grubunda yer 

almaktadır. Dünya’da yetiştirilen havuçlar içerdikleri pigmentlere göre 

sınıflandırılmaktadırlar. β-karoten içeren havuçlar turuncu; antosiyanin içeren havuçlar 

mor; likopen içeren havuçlar kırmızı; ksantofil içeren havuçlar sarı ve pigmet içermeyen 

havuçlar beyaz renktedir (Laferriere ve Gabelman 1968, Umiel ve Gabelman 1972, 

Buishand ve Gabelman 1980).  

Dünya’da yetiştiriciliği yapılan tüm havuçların anavatanının Orta Asya olduğu 

bilinmektedir (Iorizzo ve ark. 2013). Doğu kökenli olduğu kabul edilen sarı ve mor 

renkli olan havuçların anavatanının özellikle Afganistan ve Özbekistan’ı içerisine alan 

bölge olduğu kabul edilmektedir (Brothwell ve Borthwell 1969, Heywood 1983). 

Turuncu, kırmızı ve beyaz renkli havuçların ise Anadolu (Türkiye) ve çevresinden tüm 

dünyaya yayıldığı bilinmektedir (Stolarczyk ve Janick 2011). 

Havuç kültür sebzeleri arasında insan sağlığı ve beslenmesinde önemli rol oynayan 

fitokimyasalları içeren bir türdür. A vitaminin ön maddesi olan α ve β-karoten içeren 

turuncu renkli havuçlar; antosiyanin içeren mor renkli havuçlar; lutein içeren sarı renkli 

havuçlar, likopen içeren kırmızı renkli havuçlar içerdikleri bu pigmentler sayesinde 

önemli bir antioksidan kaynağıdır (Silva Dias 2014). Havuçların rengine bağlı olarak 

içerdikleri antioksidan miktarlarının da değişkenlik gösterdiği bilinmektedir (Sun ve 

ark. 2009). Havuç ayrıca fenolik ve biyoaktif bileşikler, flavanoidler ve vitaminler 

açısından da oldukça zengin bir sebze türüdür. Havuç besleyicilik özelliği bakımından 

farklı 39 adet kültür sebze ve meyveleri ile kıyaslandığında 10. Sırada gelmektedir 

(Acharya ve ark. 2008). Karotenoidlerce zengin olan havucun bazı kanser türlerinin, 

kalp-damar hastalıklarının, katarakt ve görme bozukluğu gibi hastalıkların görülme 

sıklığını azalttığı ve bağışıklık sistemini güçlendirdiği bilinmektedir (Shebaby ve ark. 

2013).  
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Havuç Dünya’da ve Türkiye’de geniş alanlarda üretimi yapılan, ekonomik öneme sahip 

bir sebzedir. Birleşmiş Milletler Gıda ve Tarım Örgütü (FAO) 2017 yılı verilerine göre; 

Dünya’da 1 147 155 ha alanda 42 831 958 ton havuç üretimi yapılmaktadır. Dünya’daki 

en önemli havuç üreticisi olan ilk beş ülke sırasıyla Çin (20 274 393 ton), Özbekistan (2 

249 733 ton), Rusya (1 805 787 ton), Amerika Birleşik Devletleri (1 540 280 ton) ve 

Birleşik Krallık (957 036 ton)’tır. Türkiye dünyada havuç üretimi yapan ülkeler 

arasında 9. sırada yer almaktadır (Anonim 2017a). 

Türkiye İstatistik Kurumu (TÜİK) 2018 yılı verilerine göre; ülkemizde 123 478 dekarlık 

alanda 642.837 ton havuç üretimi yapılmaktadır. Ülkemiz havuç üretiminde ön planda 

olan illerimiz Konya (424 636 ton), Ankara (132 890 ton) ve Hatay (58 190 ton)’dır. 

Konya ili, ülkemizde üretilen havucun %66,2’sini karşılayarak havuç üretiminde ön 

plana çıkan ilimiz olmuştur (Anonim 2018).   

Dünya’da ve ülkemizde en çok üretilen havuçların çoğu turuncu renklidir. Ülkemizde 

genellikle 10-20 cm uzunluğunda uçları küt ve silindirik yapıya sahip dünyada ‘Nantes’ 

olarak bilinen turuncu havuçlar yetiştirilmektedir (Rubatzky ve ark. 1999).  Üretilen 

turuncu renkli havuçlar taze olarak tüketilmek veya yemeklerde kullanılmak üzere iç 

pazarda satılmaktadır. Ayrıca, konservelerde, tatlı yapımında da kullanılmaktadır. 

Bunun yanısıra, ülkemizde mor havuç yetiştiriciliği de giderek artmaya başlamıştır. 

Özellikle Konya ilinin Ereğli ilçesi başta olmak üzere, üretim Anadolu’nun başka 

bölgelerinde de yaygın hale gelmektedir. Ereğli ilçesinde yetiştirilen mor renkli 

havuçlar “Ereğli siyah havucu” olarak patentlenmiştir ve antosiyanin ekstraksiyonunda 

kullanılmaktadır. Mor havuçlardan elde edilen antosiyanin gıda ve kozmetik 

sanayisinde renklendirici olarak değerlendirilmektedir ve buradan Avrupa ve Uzak 

Doğu ülkelerine ihracat edilmektedir. Üretilen mor havuçların %80’inden fazlası şalgam 

suyu ve meyve konsantresi yapımında kullanılmaktadır ve ürünlerin ihracat potansiyeli 

yüksek olmaktadır (Anonim 2019). 

Havuç Dünya’da ve ülkemizde hibrit çeşitler kullanılarak üretilmektedir. Ancak, 

ülkemizde yerli hibrit havuç tohumluğu bulunmamaktadır. Türkiye İstatistik Kurumu 

2017 verilerine göre 27 069 kg ton havuç tohumu ithal edilmiş olup, 3 793 055 ABD 
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Doları ödenmiştir. Havuç tohumluğu için ödediğimiz döviz serin iklim sebze türleri için 

ilk sırada yer almaktadır (Anonim 2017b).   

Havuç üretiminde hibrit çeşit kullanılmasının amacı; renk, şekil, büyüklük ve tat 

bakımından homojen üretimin yapılabilmesine olanak vermesidir. Yüksek oranda 

yabancı tozlanma gösteren havuç gibi sebze türlerinde hibrit tohumların üretilmesinde 

zorluklar yaşanmaktadır. Bu nedenle, hibrit havuç tohumu üretiminde erkek kısırlıktan 

faydalanılmaktadır (Welch ve Grimbal 1947,  Banga ve ark. 1964). Kalıtsal olan erkek 

kısırlık oluşumu, ya kromozomlar üzerindeki bazı genler ya da sitoplazmanın kalıtsal 

mekanizması tarafından kontrol edilmektedir (Budar ve Pelletier 2001). Erkek kısırlık, 

genetik erkek kısırlığı, sitoplazmik erkek kısırlığı ve sitoplazmik genetik erkek üç farklı 

gruba ayrılmaktadır. Havuçta bulunan erkek kısırlık tipi sitoplazmik genetik erkek 

kısırlıktır. Bu sistemde, hem hücre çekirdeği hem de sitoplazmada bulunan genler erkek 

kısırlığı kontrol etmektedir.  Sitoplazmik genetik erkek kısırlık, sitoplazmada bulunan 

genlerin çekinik (rfrf), sitoplazmanın ise S tipi olması durumunda oluşmaktadır (Gulyas 

ve ark. 2006). Sitoplazmik genetik erkek kısırlık sisteminin hibrit tohum üretiminde 

uygulanabilmesi için ana hat, idameci hat ve baba hat olmak üzere üç farklı hattın 

geliştirilmesi gerekmektedir. Havuçta erkek kısır olan ana hatların çoğaltılması için 

idameci hatların geliştirilmesi zorunludur (Shigyo ve Kik 2008). 

Geleneksel ıslah yöntemleri kullanarak bir havuç populasyonunda hücre çekirdeğinde 

erkek kısırlığı kontrol eden “Restorer of fertility” geninin çekinik allelinin (rf) var olup 

olmadığını tespit etmek, en az iki yıl sürmektedir. Ancak havuçta baskın (Rf) ile çekinik 

(rf )allelinin birbirinden ayırabilecek moleküler işaretleyicilerin geliştirilmesi ile bu süre 

yarı yarıya kısaltılabilmektedir. Son yıllarda, sitoplazmik genetik erkek kısırlık ile ilgili 

yapılmış moleküler çalışmalarda Nakajima ve ark. (1999) petaloid sitoplazmayı fertil 

sitoplazmadan ayıran 6 adet mitokondrial STS (Sequence tagged site) markırı; Bach ve 

ark. (2002) kısır petaloid stoplazmayı fertil sitoplazmadan ayırmak için PZR’a dayalı 14 

adet markır geliştirmişlerdir. Çelik (2014) tarafından gerçekleştirilen yüksek lisans tez 

projesi kapsamında, Rf lokusu ile bağlantılı 2 adet AFLP (amplified fragment length 

polymorphism; çoğaltılmış parça uzunluğu polimorfizmi) moleküler işaretleyicisi tespit 

edilmiş ve AFLP moleküler işaretleyicilerinin nükleotid dizileri belirlenmiştir.  
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Son yıllarda, yeni nesil moleküler işaretleyicilerden SNP (Single Nucleotide 

Polymorphism; tek nükleotid polimorfizmi) moleküler işaretleyicilerinin devreye 

girmesi ile diğer moleküler işaretleyiciler ile araştırılması sınırlı olan genomlar üzerinde 

çalışılabilmektedir (Lombardi ve ark. 2014). 

Bugüne kadar erkek kısırlığın bitki türlerinde tanımlanması ve erkek kısır ile erkek fertil 

bitkilerin birbirinden ayrılmasında SNP moleküler işaretleyicilerin kullanılmasına 

yönelik, çeltikte (Song ve ark. 2016) pamukta (Feng ve ark. 2015); soğanda (Cho ve 

ark. 2006) ve sorgumda (Ongom ve ark. 2016) yapılmış çalışmalar bulunmaktadır 

(Akter ve ark. 2016). Havuç genomunda SNP moleküler işaretleyicilerinin tespit 

edilmesine yönelik olarak yapılan sınırlı sayıda çalışma bulunmaktadır (Oraguzie ve 

ark. 2007, Yıldız 2009,  Cavagnaro ve ark. 2014).  

Yeni nesil DNA dizileme teknolojileri kullanılarak yapılan tek bir PZR reaksiyonu ile 

yüz milyarlarca bazın aynı anda dizilenmesi birkaç gün içerisinde gerçekleştirilmektedir 

(Deschamps ve Campbell 2010, Deschams ve ark. 2012). Yeni nesil DNA dizileme 

teknolojilerine dayalı genotipleme yöntemlerinden biri olana genoyping by sequencing 

(GBS) yöntemi kullanılarak bitkilerde genotipleme çalışmaları çok daha hızlı bir şekilde 

yapılabilmektedir (Elshire 2011, Chung ve ark. 2017, Scheben ve ark. 2017). Bugüne 

kadar havuçta F2 populasyonları kullanılarak AFLP, RFLP (restriction fragment length 

polymorphism; sınırlı parça uzunlukları polimorfizmi), izoenzim, RAPD (random 

amplified polymorphic DNA; rastgele çoğaltılmış DNA polimorfizmi), CAPS (cleaved 

amplified polymorphic sequences; bölünerek çoğaltılmış polimorfik diziler) ve SCAR 

(sequence characterized amplified region; sekansı belirlenmiş çoğaltılmış bölgeler) 

moleküler işaretleyicileri kullanılarak genetik haritalar oluşturulmuştur (Westpal ve 

Wricke 1991, Schulz ve ark. 1994, Bradeen ve ark. 1997, Santos ve Simon 2004, 

Bradeen ve Simon 2007, Alessandro ve ark. 2013). Ancak, SNP moleküler 

işaretleyicileri kullanılarak havuçta yapılan genetik haritalama çalışmaları sınırlı 

sayıdadır (Ellison ve ark 2017, Sarcan 2018). 

Eş zamanlı PZR (Real Time PCR) nükleik asit çoğaltılmasıyla eş zamanlı olarak artış 

gösteren floresan sinyalin ölçülmesine dayalı kısa sürede kantitatif sonuç veren bir PZR 

yöntemidir (Günel 2007). Günümüzde moleküler biyolojinin farklı alanlarında, GBS 
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yöntemi ile belirlenen SNP moleküler işaretleyicilerin doğruluk tespitleri eş zamanlı 

PZR simple probe yöntemi kullanılarak yapılabilmektedir (Nie ve ark. 2011, Liu ve ark. 

2016,  Kwonga ve ark. 2018). 

Bu tez çalışmasında, havuç bitkisinde erkek kısırlığı kontrol eden Rf lokusu ile 

bağlantılı olan SNP moleküler işaretleyicilerin GBS yöntemi kullanılarak tespit edilmesi 

ve belirlenen SNP moleküler işaretleyicilerinin Simple Probe yöntemi ile doğrulanması 

amaçlanmıştır.
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2. KURAMSAL TEMELLER VE KAYNAK ARAŞTIRMASI 

Bu bölümde, havuçta sitoplazmik genetik erkek kısırlığı, SNP moleküler 

işaretleyicilerinin kullanımı, GBS yöntemi, genetik haritalama çalışmaları ve eş zamanlı 

PZR konuları ile ilgili açıklamalar ile yerli ve yabancı kaynaklarda yer alan çalışmalara 

yer verilmiştir.  

2.1. Havuçta Sitoplazmik Genetik Erkek Kısırlığı  

Havuç, birinci yıl vegetatif organları ikinci yıl generatif organları oluşan iki yıllık 

kökleri tüketilen otsu bir sebze türüdür (Günay 2005). Apiaceae familyasında yer alan 

havucun çiçek yapısı, küçük şemsiyelerin dizilerek büyük bir şemsiye şeklini almasıyla 

oluşmaktadır. Havuç çiçekleri erselik yapıda olup; 5 adet çanak yaprak, 5 adet taç 

yaprak, 5 adet erkek organ ve iki karpelli 1 adet dişi organdan oluşmaktadır. Çiçekleri 

erselik yapıdadırlar. Havuç çiçekleri protandri göstermektedir ve bu nedenle havuçta 

yüksek oranda yabancı tozlanma görülmektedir. Ayrıca, çiçek kümesi içindeki 

çiçeklerin hepsi aynı anda olgunlaşmadığı için aynı çiçek kümesi içinde yer alan farklı 

çiçekler veya farklı çiçek kümelerinde bulunan çiçekler birbirini tozlayabildiği için 

kendileme olmaktadır (Borthwick ve ark. 1931, Welch ve Grimbal 1947). 

Günümüzde sebze yetiştiriciliğinde hibrit tohum kullanımı yaygınlaşmakta ve 

ülkemizde %90’lara varan oranlarda hibrit çeşitler kullanılarak havuç üretimi 

yapılmaktadır. Havuç gibi yüksek oranda yabancı tozlanma gösteren sebze türlerinde 

hibrit tohumların üretilmesinde zorluklar yaşanmaktadır. Çiçek yapılarının küçük 

olması ve çok sayıda çiçeğin şemsiye şeklinde bir arada bulunması ile oluşan çiçeklerde 

emaskülasyon yaparak hibrit tohum üretmek pratik ya da ekonomik olarak mümkün 

olmamaktadır. Aynı zamanda bu türlerde melezleme başına elde edilen tohum sayıları 

az olmakta ve büyük alanlarda hibrit tohum üretiminin maliyeti artmaktadır (Tatlıoğlu 

2008, Karaağaç ve Balkaya 2009).  Bu nedenle, erkek kısırlık özelliği, hibrit tohum 

üreticilerinin ve bitki ıslahçılarının en çok aradığı özelliklerdendir (Hussain ve ark. 

2018). 

Bitkilerde erkek kısırlığı, erkek organların hiç oluşmaması, veya erkek organların 

fonksiyonel olmaması sonucunda canlı polenlerin oluşmamasından 

kaynaklanabilmektedir (Kumar 2013).Bitkilerde erkek kısırlık oluşumu ya 
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kromozomlar üzerindeki bazı genler ya da sitoplazmanın kalıtsal mekanizması 

tarafından kontrol edilmektedir (Budar ve Pelletier 2001). Bitkilerde görülen erkek 

kısırlık tipleri, genetik erkek kısırlığı, sitoplazmik erkek kısırlığı ve sitoplazmik genetik 

erkek kısırlığı olarak sınıflandırılmaktadır. Genetik erkek kısırlığı, resesif bir gen çifti 

tarafından kontrol edilmektedir ve bu kısırılık tipinde sitoplazmanın etkisi yoktur. 

Biber, soğan, domates gibi sebze türlerinde tespit edilmiştir. Sitoplazmik erkek 

kısırlığında ise erkek kısırlık sitoplazma tarafından kontrol edilmektedir ve normal 

stoplazma (N), kısırlığı meydana getiren sitoplazma ise (S) ile gösterilmektedir. Bu 

kısırlık tipinde ise hücre çekirdeğindeki genlerin erkek kısırlık üzerine etkisi yoktur. 

Yani sitoplazmik erkek kısırlığın kalıtımı sadece ana bitkinin sitoplazmasındaki genler 

tarafından kontrol edilmektedir ve erkek fertil bitkilerle melezlendiğinde sitoplazma 

baba olarak ebeveynden aktarılmadığından oloşan melez bitkilerde erkek kısır 

olmaktadır. Günümüzde sitoplazmik erkek kısırlık baş lahana, brokoli, çin lahanası, turp 

ve soğan gibi vejetatif organları tüketilen sebzelerin hibrit tohumlarının üretiminde 

kullanılmaktadır (Kumar 2000). 

Sitoplazmik genetik erkek kısırlığı sisteminde, hem çekirdek hem de sitoplazmada 

bulunan genlerin etkileşimi sonucunda erkek kısırlığı oluşmaktadır. Stoplazmik genetik 

erkek kısırlığı 150’nin üzerinde bitki türünde tespit edilmiştir (Sofi ve ark. 2007). Sebze 

türleri arasında, biber, domates, soğan, havuç ve kırmızı pancarda tanımlanmıştır. 

Wolyn ve Chahal (1998) ‘Wisconsin’, ‘Cornell’ ve ‘Guelph’ petaloid sitoplazmalarını 

kullanarak yaptıkları çalışmada çekirdekte yer alan ve genetik kısırlığı kontrol eden iki 

adet ‘Rf ‘ (restorers of fertility) geni belirlemişlerdir. Bu genlerden sadece birinin 

dominant allelinin polen üretimi (normal çiçekler) için yeterli olduğunu tespit 

etmişlerdir.  

Hibrit havuç tohumu üretimi sitoplazmik genetik erkek kısırlığı üzerine kurulmuştur. 

Havuçta ‘kahverengi anter’ (brown anther) ve ‘petaloid’ tipi olmak üzere iki farklı 

sitoplazmik genetik erkek kısırlık tanımlanmıştır. Kahverengi anter’ sitoplazmik genetik 

erkek kısırlık tipinde, anterler gelişememekte ve büzülmüş kahverengi bir şekil 

almaktadır. Bu tip erkek kısırlıkta anterler normal oluşmakta fakat polen gelişimi belli 

bir aşamada durmaktadır (Welch ve Grimbal 1947, Banga ve ark. 1964).  Bu 
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sitoplazmik genetik erkek kısırlık tipi kültürü yapılan birçok havuç çeşidinde ve yabani 

havuç popülasyonlarında görülmüştür (Ronfort ve ark. 1995). 

Diğer sitoplazmik genetik erkek kısırlık tipinde ise erkek organlar taç yapraklara 

(petale) benzeyen yapılara dönüştüğü için ‘petaloid’ ismi verilmiştir (Şekil 2.1; Şekil 

2.2) (Struckmeyer ve Simon 1986). Bu sitoplazmik genetik erkek kısırlık tipinde 

anterler hiç oluşmamaktadır ve dolayısıyla polen üretimi olmamaktadır. Günümüzde 

‘Wisconsin’, ‘Cornell’ ve  ‘Guelph’ olmak üzere 3 farklı kaynaktan petaloid sitoplazma 

tanımlanmıştır (Morelock ve ark. 1996, Wolyn ve Chahal 1998, Nothnagel ve ark. 

2000). Bu sitoplazmik genetik erkek kısırlığı tipinde erkek kısır havuç çiçekleri normal 

çiçeklerden daha kolay ayırt edilebildiği için günümüzde hibrit havuç tohumlarının 

çoğu petaloid tipi sitoplazmik genetik erkek kısırlık kullanılarak üretilmektedir. 

Günümüzde dünyadaki hibrit havuç çeşitlerinin %70’i ve Amerika Birleşik 

Devletleri’ndeki havuç cesitlerinin %90’ı petaloid erkek kısırlık sistemi kullanılarak 

üretilmektedir. Geriye kalan çeşitlerin üretiminde ise kahverengi anter erkek kısırlığı 

kullanılmaktadır (Havey 2004). 

Petaloid tipi sitoplazmik genetik erkek kısırlık sistemine göre; havuç bitkilerinin erkek 

kısır olması için sitoplazmasının kısır olması (S sitoplazma) ve hücre çekirdeğindeki Rf 

genlerinin her ikisinin de homozigot çekinik olması gerekmektedir. Buna göre erkek 

kısır hatların genotipi S-rf1rf1rf2rf2 olmalıdır. Buna karşın sitoplazması normal olan 

havuçlar (N sitoplazma) hücre çekirdeğindeki genler ne olursa olsun erkek fertil 

olmaktadır. Kısır sitoplazmaya sahip olan (S sitoplazma) havuç bitkilerinin erkek fertil 

olması için hücre çekirdeğinde bulunan sitoplazmik genetik erkek kısırlığı kontrol eden 

‘Rf’ genlerinden en az birinin allelinin dominant olması gerekmektedir. Buna göre; S-

Rf1rf1rf2rf2 veya S-rf1rf1Rf2rf2 genotipine sahip havuç bitkileri erkek fertil olacaktır 

(Wolyn ve Chahal 1998).  

Hibrit havuç tohumu erkek kısır ana hatlar ile normal çiçeklere sahip fertil baba hatların 

izole edilmiş bir alanda melezlenmesi ile elde edilmektedir. Hibrit havuç tohumu 

üretiminde sitoplazmik-genetik erkek kısırlığı mekanizmasının uygulanması için ıslah 

programında üç ana hattın bulunması gerekmektedir. Hibrit tohum üretimi yapabilmek 

için erkek kısır olan ana hatların (dişi ebeveyn) (S, rfrf)  büyük miktarlarda çoğaltılması 
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zorunludur. Tohumluk üretiminde sadece bu bitkilerden tohum elde edilebilmektedir. 

İkinci hat idameci (N, rfrf) hattır. İdameci hatlar genetik olarak erkek kısır olan ana 

hatların aynısıdır fakat sitoplazması kısır sitoplazma değil, normal sitoplazmadır.   

      

    Şekil 2.2. A) Erkek fertil B) erkek kısır havuç çiçeklerin mikroskop altındaki 

görüntüsü 

 

A 

 

B 

 

 

  Şekil 2.1. A) erkek fertil ve B) Petaloid tipi erkek kısır havuç çiçeklerinin fotoğrafı 

 

A 

 

B 
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Buna göre genelde erkek kısır ana hatlar ‘S-rf1rf1rf2rf2’ iken idameci hatlar ‘N-

‘rf1rf1rf2rf2’ genotipine sahip olmaktadır. Erkek kısır olan ana hatlar çoğaltılırken 

idameci hatlar ile melezlenmekte ve böylece erkek kısır ana hatların genotipi 

değiştirilmeden çoğaltılmış olmaktadır. Üçüncü hat (baba hat) ise erkek fertil olan hattır 

ve ‘NRf1Rf1Rf2Rf2’ genotipine sahiptir (Şekil 2.3) (Gulyas ve ark. 2006, Shigyo ve Kik 

2008). 

            

                                   Ana hat       X        İdameci hat 

                              Srf1rf1rf2rf2             Nrf1rf1rf2rf2    

                               (erkek kısır)             (erkek fertil) 

 

                                                  Ana hat              X             Baba hat 

                                               Srf1rf1rf2rf2                   NRf1Rf1Rf2Rf2      

                                               (erkek kısır)                        (erkek fertil) 

 

                                                              Ticari hibrit tohum 

                                                                SRf1rf1Rf2rf2 

                                                                   (erkek fertil) 

 

Şekil 2.3. Sitoplazmik genetik erkek kısırlık kullanılarak yapılan hibrit tohum üretimi 

 

2.2. Sitoplazmik Genetik Erkek Kısırlık Mekanizması ile İlgili Yapılan Moleküler 

Çalışmalar 

Hibrit tohum üretebilmek için bir havuç popülasyonunda geleneksel ıslah yöntemleri 

kullanılarak rf allelinin var olup olmadığını belirlemek en az iki yıl sürmektedir. 

Havuçta baskın Rf ile çekinik rf birbirinden ayırabilecek moleküler işaretleyicilerin 

geliştirilmesi, havuç populasyonlarının Rf lokusuna bağlantılı moleküler işaretleyiciler 

ile hızlı bir şekilde taranması ile çekinik rf allelinin var olup olmadığına var ise hangi 

bitkide olduğuna ıslahın ilk ayında bakılabilecektir. Bu nedenle, moleküler 

işaretleyiciler kullanılarak yapılacak seleksiyon ile bu sürenin hızlandırılmasına yönelik 

çalışmalar önem kazanmıştır.  
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Havuçta sitoplazmik genetik erkek kısırlık üzerine yapılan moleküler çalışmalar 

genellikle kısır (S) sitoplazmalar üzerine yoğunlaşmıştır. Nakajima ve ark. (1999) 

yaptıkları bir çalışmada, petaloid kısır sitoplazmayı fertil normal sitoplazmadan ayıran 6 

adet mitokondrial STS markırı geliştirdiklerini belirtmişlerdir.  Bach ve ark. (2002) kısır 

petaloid sitoplazmayı fertil normal sitoplazmadan ayırmak için havuç mitokondrisinin 

genomunda yer alan genlerin nükleotid sekansları üzerinde çalışmışlardır. Bu iki farklı 

çalışmanın sonucunda araştırmacılar,  atp1, atp6, atp9, atp8, nad6, ya da cob genlerinin 

nükleotid dizilerinden petaloid sitoplazmayı normal sitoplazmadan ayıran PZR’a dayalı 

14 adet moleküler işaretleyici geliştirmişlerdir. Buna karşın; Robison ve Wolyn (2006) 

atp8 genin ifadesinin petaloid sitoplazmik genetik erkek kısırlığıyla ilişkisinin 

olmadığını tespit etmişlerdir. Tan ve ark. (2018), havuçta çiçeklenmenin farklı 

aşamalarında atp6 geninin erkek kısır ve erkek fertil özellliklere sahip farklı hatlarda 

ifadesini incelemişlerdir. Erkek kısır özelliğe sahip olan hatlarda atp6 geninin kopya 

sayısının 1 adet; erkek fertil hatlarda 2 adet olduğunu tespit etmişlerdir ve atp6 geninin 

erkek fertil ve erkek kısır bitkilerde farklı ifadelendiği belirlemişlerdir. Kalia ve ark. 

(2019); petaloid erkek kısır özelliği gösteren Asya kökenli havuçlarda petaloid 

sitoplazmadan erkek kısır sitoplazmayı ayırmak amacıyla atp9 geninin bitkinin 

morfolojik özellikleri ile ilişkisini incelemişlerdir. Havuç çiçeklerinde renk ve şekil gibi 

çiçek yapısı ile ilgili özelliklerin sitoplazmik erkek kısırlık özellik gösteren hatların ayırt 

edilmesinde kullanıldığını belirlemişler; atp9 geni ile ilişkili olan PZR’a dayalı 5 adet 

moleküler işaretleyici geliştirmişlerdir.  

Çelik (2014) tarafından gerçekleştirilen yüksek lisans tez projesinde; havuçta iki farklı 

haritalama popülasyonu kullanılarak Rf lokusu ile bağlantılı 2 adet AFLP moleküler 

işaretleyicisi tespit edilmiştir.  

Fuiji ve Shiroto (2019); havuçta petaloid tipi erkek kısırlığın fenotipik ifadesinde 

kullanılmak üzere 4. kromozomda ‘DcMADS2’ QTL lokusunu tespit etmişlerdir. 

2.3. SNP Moleküler İşaretleyicilerin Kullanımı 

Bitki ıslahında kullanılan moleküler işareteyiciler, hibridizasyona dayalı (RFLP), PZR 

yöntemine dayalı (RAPD, AFLP, SSR) ve DNA dizi analizine dayalı (SNP) olmak 

üzere üç gruba ayrılmaktadır (Varshney et al. 2007). DNA moleküler işaretleyicilerinin 
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analizleri genetik bağlantı haritası oluşturma, karşılaştırmalı haritalama analizleri, gen 

kaynaklarını tanımlamada, ekonomik öneme sahip genlerin işaretlenmesinde, moleküler 

işaretleyicilere dayalı seleksiyon ve haritalamaya dayalı klonlama gibi uygulama 

alanlarına sahiptir (Kumar 1999). 

Günümüzde modern moleküler ıslah çalışmalarında, SNP moleküler işaretleyicileri 

yüksek polimorfizme sahip olmaları, eş baskın olmaları, yüksek düzeyde bilgi verici 

olmaları nedeniyle önem kazanmıştır (Beisinger ve ark. 2013). Diğer moleküler 

işaretleyiciler ile araştırılması sınırlı olan genomlara SNP moleküler işaretleyicileri 

uygulanmaktadır (Lombardi ve ark. 2014).  

Brookes (1999), SNP moleküler işaretleyicileri, bazı popülasyonlarda normal 

bireylerde, farklı dizi allellerinin oluştuğu genomik DNA’da tek baz çifti pozisyonları 

olarak tanımlamıştır. Bu tanımda bu allellerin popülasyonda rastlanma sıklığı %1 ya da 

daha fazla olması gerekmektedir. SNP’ler, pürin-pürin (A ↔ G) yada pirimidin-

pirimidin (C ↔ T) baz değişimleri ile olabildiği gibi, pürin-pirimidin yada pürimidin-

pürin baz değişimleri (A ↔ C, A ↔ T, G ↔ C, G ↔ T) ile de olabilmektedir (Vignal et 

al. 2002).  

SNP moleküler işaretleyicileri bilinen genom ya da gen dizisi üzerinde belirlenmesi ve 

haritalanması, genom dizisinin belirlenen (bilinen) SNP’ler için taranması ve genomda 

SNP’lerin belirli fenotipik karakterleri kodlayan bölgelerle bağlantısının tespiti olmak 

üzere üç basamaktan oluşmaktadır (Liao ve Lee 2010). 

2.4. GBS Analizi 

Dizileme ya da sekanslama nükleik asitlerin polimerlerinde (DNA ya da RNA), 

nükleotidlerin diziliminin belirlenmesidir. Böylece DNA dizi analizi ile bir DNA 

molekülündeki nükleotidlerin kesin dizilimi belirlenebilmektedir (Kumar ve ark. 2012). 

Yeni nesil DNA dizileme teknolojileri bitki genomlarının DNA dizilerini 

belirlenmesinde, bitkilerde ifade olan genlerin belirlenmesinde ve genotipleme 

çalışmalarında yaygın olarak kullanılmaktadır (Elshire ve ark. 2011, Rowe ve ark. 

2011). 
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Tüm sekanslama metodlarında, kalıp DNA’nın hazırlanması, sekanslama ve 

görüntüleme, son olarak veri analizi olmak üzere üç basamak uygulanmaktadır; ancak 

spesifik protokolleri farklılaştırmaktadır. Yeni nesil DNA teknolojilerinden “Roche GS 

FLX” ve “ABI SOLID” cihazları “pyrosequencing”  yeni nesil DNA dizileme 

teknolojisini kullanırken; “Illumina Genome Analyzer” cihazı ise  “Solexa” nükleotid 

dizileme teknolojisini kullanmaktadır. Bu cihazlar, DNA dizisini okuma uzunluğu, 

ürettiği veri büyüklüğü (milyar baz çifti), çalışma süresi ve maliyet olarak farklılıklar 

göstermektedir (Metzker 2010). Yeni nesil DNA dizileme teknolojileri ile tek bir PZR 

reaksiyonu ile yüz milyarlarca bazın aynı anda dizilenmesi ve görüntülenmesi bir kaç 

gün içerisinde yapılabilmektedir (Deschamps ve Campbell 2010). Ayrıca oldukça 

büyük miktardaki sekanslama oldukça düşük maliyette yapılabilmektedir. Bir diğer 

avantaj ise; aylarca sürebilecek olan bir dizi analizi nin birkaç gün içerisinde 

yapılabilmesidir. 

Yeni nesil DNA teknolojileri kullanılarak bitkilerde yapılan genotipleme çalışmalarında 

RAD (restriction site associated DNA) sekanslama (Rowe ve ark. 2011), GBS (Elshire 

ve ark. 2011) ve SBG (sequence based genotyping) (Troung ve ark. 2012) olmak üzere 

üç farklı yöntem ön plana çıkmaktadır.  

GBS yöntemi yeni nesil DNA dizileme protokollerinin çeşitli bitki ve popülasyonlarda 

SNP keşfi ve genotiplemesini amaçlayan en son uygulamasıdır (Spindel ve ark. 2013). 

Bitkilerde yapılan moleküler ıslah çalışmalarında seleksiyon uygulamaları genellikle 

referans örnekler kullanılarak keşfedilen moleküler işaretleyiciler ile yapılmaktaydı. 

Ancak; yeni nesil DNA dizileme metodları ile DNA sekanslama teknolojilerindeki hızlı 

gelişmeler, büyük ve farklı popülasyonlarda, doğrudan ve ekonomik olarak SNP 

moleküler işaretleyicilerin keşfine olanak sağlamaktadır. GBS analizi kolay ve düşük 

maliyetli olup; eş zamanlı moleküler keşfi yapması; on binlerce moleküler 

işaretleyicileri ile tür ve popülasyonların araştırılmasını sağladığı için araştırmacılara 

büyük kolaylıklar sağlamaktadır (Kumar ve ark. 2012). GBS yöntemi bitki ıslahında 

ilişkilendirme haritalamalarının, genetik ve fiziksel haritaların oluşturulmasında, QTL 

haritalama ve genetik çeşitlilik çalışmalarında yoğun olarak kullanılmaktadır (Chung ve 

ark. 2017). Elshire, ve ark. (2011) tarafından geliştirilen GBS yöntemi ile her bir birey 

için milyonlarca kısa okuma dizileri oluşturulmakta ve eş zamanlı olarak SNP 
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genotiplemesi yapılabilmektedir (Chen ve ark. 2014). Bitkilerde bağlantı haritası 

oluşturmak için uygulanan GBS yöntemi; haritalama popülasyonunun oluşturulması, 

NGS dizileme kullanılarak yüksek çözünürlükte sekanslanma yapılması, SNP’lerin 

belirlenmesi ve genotiplenmesi ve genetik bağlantı haritasının oluşturulması 

basamaklarından oluşmaktadır (Deschamps ve ark. 2012). 

Kısaca, GBS yönteminde bitki DNA’sı üzerinde çalışılan bitkinin genom büyüklüğüne 

uygun bir restriksiyon enzimi (EcoRI, PstI, ApeKI) ile kesilmektedir.  Daha sonra bitki 

genomunda restriksiyon enzimlerinin kesim bölgesine bitişik DNA dizileri yeni nesil 

DNA teknolojileri kullanılarak belirlenmektedir. Belirlenen DNA dizilerindeki SNP 

moleküler işaretleyicileri bir bilgisayar programı yardımı ile tespit edilmektedir (Elshire 

ve ark. 2011). Bu yöntemle belirlenen SNP moleküler işaretleyiciler genetik haritalama 

çalışmalarında kullanılmaktadır.  

GBS metodunun gerçekleştirildiği sistemlerden biri olan Illumina HiSeq 2000-2500 

(Illumina, San Diego, CA) sisteminde, öncelikle tüm örnekleri içeren belirli sayıda 

DNA havuzu oluşturulur. Analiz bu havuz içerisindeki DNA parçalarının barkodlarına 

göre ayrı ayrı okunmasına dayanır. GBS metodunda kullanılan enzimler metilasyon 

duyarlı enzimlerdir. Böylece metillenmiş yüksek tekrarlı genomik bölgelerdeki sekans 

yoğunluğunu azaltırken düşük tekrarlı gen bölgelerindeki sekans yoğunluğunu yüksek 

tutabilmektedir (Gore ve ark. 2009). Bugüne kadar yapılan çalışmalarda en yaygın 

kullanılan restriksiyon enzimi ApeKI enzimidir. ApeKI metilasyon duyarlı bir enzimdir 

(Elshire ve ark. 2011). DNA’nın kesilmesinde kullanılan enzimler moleküler 

işaretleyicisi sayısını ve gerekli sekans miktarını etkilemektedir. Genomu daha sık 

aralıklarla kesen bir enzim daha fazla sayıda DNA parçasının oluşmasına ve moleküler 

işaretleyici sayısının artmasına neden olur (Kumar ve ark. 2012). GBS platformu 

tarafından üretilen DNA parçalarının analiz edilebilmesi için TASSEL (Bradburry ve 

ark. 2007) ve Stacks (Catchen ve ark. 2013) gibi paket bilgisayar programları 

kullanılmaktadır. 

Havucun 9 kromozomlu diploid genoma sahip oluşu (2n=2x=18), 473 mega baz 

çiftinden oluşması ve tüm genomunun yayınlanmış olması (Iorizzo ve ark. 2016) 

nedeniyle havuç bitkisi GBS analizi için uygun bir türdür.  
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2.5. Genetik Bağlantı Haritası Oluşturma Çalışmaları 

Genetik haritalama, genlerin ve moleküler işaretleyicilerin kromozomlar üzerinde 

bulunduğu yerleri ve birbirlerine olan uzaklıkların tespit edilmesidir. Krossing-over 

olayından yararlanılarak, bağlı genlerin dizilişi ve aralarındaki uzaklıkların bulunması 

sonucu genetik bağlantı haritaları oluşturulmaktadır. Bir kromozom üzerinde bulunan 

genler birbirlerine ne kadar yakın ise aralarında krossing-over olma olasılığı o kadar 

azalmaktadır. İki gen arasındaki mesafe arttıkça iki gen arasında krossing-over olma 

olasılığı da artmaktadır. Genetik haritalamada populasyonunun seçimi, kullanılan 

moleküler işaretleyicinin çalışma sistemine bağlıdır. En fazla genetik bilgi tamamen 

sınıflandırılmış F2 populasyonu ve eş baskın moleküler işaretleyiciler kullanılarak elde 

edilir  (Semagn ve ark. 2006).   

Aynı kromozom üzerinde bulunan genlerin oluşturduğu gruba ise bağlantı grubu 

(linkage group) denilmektedir. Genetik bağlantıların oluşturulmasında ideal olan bir 

türün haploid kromozom sayısı kadar bağlantı grubu oluşturulmasıdır (Özşensoy ve 

Kurar 2013). Harita birimi olarak Morgan (M) kullanılmaktadır. Fiziksel olarak 1 cM 

yaklaşık 1 milyon baz çiftine karşılık gelmektedir (Liu 1998).  

Günümüzde genetik haritalama çalışmalarında, genetik analizler sonucunda elde edilen 

veriler arasındaki genetik bağlantıları tespit etmek amacıyla JoinMap (Van Oojen ve 

Voorrips 2001); Linkage1 (Suiter ve ark. 1983), GMENDEL (Echt ve ark. 1992), 

MAPMAKER (Lander ve ark. 1987) gibi farklı bilgisayar programları kullanılmaktadır.  

Bitkilerde genetik haritalama çalışmalarında farklı moleküler işaretleyiciler 

kullanılabilmektedir. RFLP, SSR (simple sequence repeats; basit dizi tekrarları), EST 

(Expressed Sequence Tags), CAPS, RAPD, AFLP, ISSR (Inter Simple Sequence 

Repeats; basit tekrarlı diziler arası polimorfizm), DarT (Diversity Arrays Technology) 

ve SNP moleküler işaretleyicilerinin biri veya birkaçı birlikte kullanılarak genetik 

haritalar oluşturulabilmektedir (Semagn ve ark. 2006). 

Bitki ıslahında genetik haritalar QTL’lerin saptanması, haritaya dayalı klonlama ve gen 

haritalanması amacıyla kullanılmaktadırlar. SNP moleküler işaretleyiciler DNA 
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üzerinde en fazla bulunan mutasyonlardır (Ward ve ark. 2013). Bu nedenle SNP 

moleküler işaretleyicileri kullanılarak oluşturulan genetik haritalar diğer moleküler 

işaretleyicler kullanılarak oluşturulan haritalara göre daha yüksek çözünürlükte 

olmaktadırlar (Kumar ve ark. 2012). 

Bitkilerde SNP moleküler işaretleyicilere dayalı genetik haritaların oluşturulması için, 

öncelikle bir veya birkaç özellik bakımından birbirinden farklı iki ebeveyn 

seçilmektedir. İkinci olarak; yeni nesil DNA dizileme platformları kullanılarak 

nükleotid dizileri belirlenmektedir. Üçüncü aşama ise SNP moleküler işaretleyiclerinin 

belirlenmesidir. Daha sonra uygun bilgisayar programı kullanılarak genetik bağlantı 

haritası oluşturulmaktadır (Deschams ve ark. 2012). 

Son yıllarda erkek kısırlık özelliği ile ilişkili genlerinin haritalanması üzerine farklı bitki 

türlerini kapsayan çalışmalar bulunmaktadır. Özellikle, büyük oranda hibrit tohum 

kullanılarak üretimi yapılan soğanda (Gökçe ve ark. 2002, Bang ve ark. 2011), 

ayçiçeğinde (Yue ve ark 2010) ve sorgumda (Jordan ve ark. 2010) Rf genlerinin genetik 

haritası moleküler işaretleyiciler kullanılarak çıkartılmıştır. 

Hücre çekirdeğinde yer alan ve sitoplazmik genetik erkek kısırlığı kontrol eden Rf 

genleri, genetik haritalamaya dayalı gen klonlama yöntemi kullanılarak petunya 

(Bentolila ve ark. 2002), turp (Koizuka ve ark. 2003, Brown et al. 2003), çeltik (Kazama 

ve Toriyama 2003, Komori ve ark. 2004,  Akagi ve ark. 2004), ve şeker pancarı 

(Hagihara ve ark. 2005), sorgum (Jordan ve ark. 2010); mısır (Yongming ve ark. 2016) 

gibi birçok bitki türünde klonlanmıştır. Bu çalışmalar, Rf genlerinin PPR 

(pentatricopeptide repeat protein) proteinlerini kodladığını ortaya çıkarmıştır (Geddy ve 

Brown 2007).   

Havuçta farklı moleküler işaretleyiciler kullanılarak genetik haritalama çalışmaları 

yapılmıştır. Karoten birikimine neden olan Y2 lokusunun haritalanmasında (Bradeen ve 

ark. 1997), karoten ve likopen içeriğini etkileyen QTL lokuslarının haritalanmasında 

(Santos ve Simon, 2002; Just ve ark. 2007, 2009); karoten birikimine neden olan Y2, 

kökte şeker birikimine neden olan Rs1 ve kökte sarı/mor renk pigmentasyonunun 

oluşumunu etkileyen P1 lokuslarının haritalanmasında (Vivek ve Simon 1999); sarı 

yaprak lokusunun haritalanmasında (Nothnagel ve Straka 2003); kompak yaprak 
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lokusunun haritalanmasında (Nothnagel ve ark 2005); kök uru nematoduna dayanıklılık 

lokusunun haritalanmasında (Boiteux ve ark. 2000) kullanılmıştır. 

Havuçta Schulz ve ark. (1994)  izoenzim, RFLP ve RAPD; Westphal ve Wricke (1997)  

RFLP, RAPD, AFLP, SSR moleküler işaretleyicileri kullanarak;Vivek ve Simon 

(1999); AFLP molekler işaretleyicileri ile Santos ve Simon (2004); AFLP, RFLP, 

izoenzim RAPD, CAPS ve SCAR moleküler işaretleyicileri kullanarak çeşitli genetik 

haritalar oluşturmuşlardır. SNP moleküler işaretleyicisi kullanılarak yapılan genetik 

haritalama çalışmasında Yıldız (2009) 8 adet SNP moleküler işaretleyicisi 

keşfetmişlerdir. Cavagnaro ve ark. (2014); mor havuçta kök ve yapraklarda antosiyanin 

birikimine neden olan FLS, F3H, PSY2 genleri ile ilişkili QTL lokuslarının 

haritalanmasında SNP moleküler işaretleyicileri tespit etmişlerdir. Bu çalışmanın 

sonuçları, bu genlerin havucun 3. kromozomda bulduğunu ortaya koyan SSR moleküler 

işaretleyicileri kullanılarak yapılan çalışmaları (Cavagnaro ve ark. 2011, Yıldız 2013) 

doğrulamıştır.  

GBS genetik haritalama çalışmalarında başarılı bir şekilde kullanılmaktadır. GBS 

temelli genetik haritalar daha kolay, hızlı ve etkili bir şekilde üretilebilmesi ve genomun 

bölgelerinin tanımlayabilmesi açısından faydalı olmaktadır (He ve ark. 2014). Ellison 

ve ark. (2017) ilk GBS temelli genetik haritayı yapmışlardır. F4 bitkilerinden oluşan bir 

popülasyonda karoten birikimine neden olan Y2 lokusunun ve QTL lokuslarının 

haritalanmasında SNP ve CASP moleküler işaretleyicilerini kullanarak 761,9 cM 

uzunluğunda genetik bağlantı haritası oluşturmuşlardır ve 569 adet SNP moleküler 

işaretleyicisi tespit etmişlerdir. Sarcan (2018) yüksek lisans tez çalışmasında, havuçta 

94 adet F2 bitkisinden elde ettiği veriler ile 1 464 adet SNP moleküler işaretleyicisi 

tespit etmiş ve 13 bağlantı grubu oluşturmuştur.  

Alessandro ve ark. (2013), havuçta soğuklama ihtiyacının erkek kısırlık özelliği ile 

ilişkisinin belirlenmesi ile ilgili olarak yaptıkları bir çalışmada; SSR, RAPD, AFLP ve 

SCAR moleküler işaretleyicileri kullanarak genetik haritalama yapmışlardır. Bunun 

sonucunda, dokuz adet bağlantı grubu oluşmuş ve 669 cM uzunluğunda genetik harita 

oluşturmuşlardır. Buna göre; 355 adet moleküler işaretleyici tespit etmişlerdir. Rf1 
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geninin 9. bağlantı grubunda; Vrn1 geninin ise havucun 2. Bağlantı grubunda yer 

aldığını tespit etmişlerdir. 

2.6. Eş Zamanlı PZR  

Eş Zamanlı PZR, nükleik asit çoğalmasıyla eş zamanlı olarak artış gösteren floresan 

sinyalin ölçülmesiyle kısa sürede kantitatif sonuç veren bir PZR yöntemidir (Klein 

2002). Eş zamanlı PZR,  konvansiyonel PZR ile kıyaslandığında oldukça hızlı ve daha 

güvenilir bir tanı yöntemidir. Eş zamanlı PZR’ı konvansiyonel PZR’dan ayıran temel 

özellik, termal döngü cihazı ile birleştirilmiş bir optik okuma sisteminin olmasıdır. Eş 

zamanlı PZR ile analizden sonraki elektroforez ve görüntüleme işlemlerine ihtiyaç 

duyulmamakta ve jel elektroforez aşamasındaki olası bulaşma riski ve pipetleme 

hataları da ortadan kalkmaktadır. Aynı cihaz içerisinde hem çoğaltma işlemi, hem de 

çoğaltılan ürünlerin saptama işlemi yapılabilmektedir. Konvansiyonel PZR’ın 

sonuçlanması yaklaşık 4,5-5 saat gibi bir süre alırken,  eş zamanlı PZR yöntemiyle 1,5-

2 saat kadar bir sürede sonuçlar elde edilebilmektedir (Önder ve ark. 2016). 

Eş zamanlı PZR sonuçlarının yorumlanmasında, floresan boyaların kullanıldığı 

analizlerde erime eğrisi analizleri (meting curve) kullanılmaktadır. Eş zamanlı PZR ile 

ürünleri agaroz jelde görüntülemeden, erime sıcaklığı grafiklerinden faydalanarak 

spesifik olmayan bağlanmaları saptamak mümkündür. Erime eğrisi analizleri, çoğalan 

DNA’nın hedef bölge olduğunu kesinleştirmek amacıyla kullanılır. Gerçekleştirilen 

erime eğrisi analizi ile çoğaltılan DNA örneğinin sıcaklığını yavaş yavaş arttırılırken 

floresan sinyalin sıcaklığa bağlı değişimini gösteren bir grafik elde edilmiş ve floresan 

sinyalin ani düşüşünden kaynaklanan pikler aracılığıyla, DNA iplikçiklerinin 

birbirlerinden ayrıldıkları sıcaklık değerleri tespit edilmektedir. Analiz sonucunda eş 

zamanlı PZR işlemi sonucunda çoğaltılan DNA’nın hedef bölge olup olmadığı 

belirlenmektedir (Akey ve ark. 2002, Zipper ve ark. 2004). 

Günümüzde, eş zamanlı PZR çoğaltımı sonrasında elde edilen ürün varlığının 

saptanmasında temel olarak iki sistem bulunmaktadır. Birincisi özgül olmayan yöntem 

olan çift zincirli DNA boyalarının kullanılmasıdır. Buradaki boyalar prob görevi 

görürler. En çok kullanılan yöntem SYBR Green I’dir. Bu yöntemde, primerlerin 

bağlanması ile birlikte DNA çift sarmal haline gelir ve DNA’ya bağlanan boya miktarı 
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artar. Buna bağlı olarak floresan miktarı da artış gösterir. Özgül belirleme sistemleri ise 

FRET (fluorescens resonance energy trasfer) , Taqman (Thermo Fisher Scientific), 

KASP (Kompetitive Allele Specific PCR) (LGC Genomics, Hoddesdon, UK) ve Simple 

Probe (Hybprobe) (Roche) sistemleridir.  

Eş zamanlı PZR kapsamında özgül belirleme sistemlerinden biri olan hibridizasyon 

prob yöntemleri ile DNA parçasının çoğaltılmak istenilen özel bir bölgesinin 

saptanmasında florosan işaretli problar kullanılır. Bu sistemde, çoğaltımı bilgisayara 

yansıtacak prob veya probların bulunması gerekmektedir. Böylece, problarla testin 

özgüllüğü arttırılmaktadır. Problar, çoğaltımın bilgisayar ekranında görünmesini 

sağlayan, belli dalga boyundaki floresan ışığı yayma kapasitesine sahip 

oligonükleotidlerdir (Schaad ve Frederick 2002).  Hibridizasyon Prob Yöntemi Roche 

tarafından “LightCycler®” PZR cihazında kullanılmak üzere geliştirilmiştir.  

Hibridizasyon Prob yöntemlerinden biri olan Simple Probe Yöntemi ile bugüne kadar 

moleküler biyolojinin farklı alanlarında SNP moleküler işaretleyicilerin doğruluk 

tespitleri yapılabilmektedir (Günel 2007, Nie ve ark. 2011, Liu ve ark. 2016 ).  

Günümüzde eş zamanlı PZR ile soya fasulyesinde (Ha ve Boerma 2008), buğdayda 

(Matsuda ve ark. 2012), yoncada (Han ve ark. 2011) ve şekerpancarı (Broccanello ve 

ark. 2018) gibi farklı bitki türlerinde SNP analizleri gerçekleştirilmiştir. Wang ve ark. 

(2016) havuçta kök ve yapraklarda vegetatif gelişmenin farklı safhalarında ifade olan 

genlerin belirlenmesinde eş zamanlı PZR yöntemini kullanmışlardır.  

Havuçta SNP moleküler işaretleyiciler kullanılarak yapılan genetik çeşitlilik 

çalışmasında, Rong ve ark (2014), eş zamanlı PZR KASP yöntemi kullanarak, tespit 

ettikleri SNP moleküler işaretleyicilerin doğrulamasını yapmışlardır ve genetik 

çeşitlilikte kullanılabilcek genlerin ifadelenmesine bakmışlardır. Çalışmanın sonucunda; 

11 369 adet SNP moleküler işaretleyicisi tespit edilmiş ve bu SNP moleküler 

işaretleyicilerin arasından 622 adetinin doğrulanması ile birlikte, Avrupa kökenli 

havuçların genetik çeşitlilik çalışmalarında kullanılabileceğini belirlemişlerdir. 

Villano ve ark. (2018) soğanda 73 adet farklı genotipin genetik çeşitliliklerinin SNP 

moleküler işaretleyiciler ile belirlenmesini sağlamışlardır ve eş zamanlı PZR KASP 

yöntemi ile SNP moleküler işaretleyicilerin doğrulamasını yapmışlardır. 
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3. MATERYAL VE YÖNTEM 

Bu araştırma 2016-2019 yılları arasında Bursa Uludağ Üniversitesi Ziraat Fakültesi 

Bahçe Bitkileri Bölümü Moleküler Biyoloji ve Biyoteknoloji Laboratuvarları’nda 

yürütülmüştür. GBS analizi için Wisconsin Üniversitesi Biyoteknoloji Merkezi 

Laboratuvarları’ndan hizmet alımı yapılmıştır. 

3.1. Materyal 

Bu araştırmada, bitkisel materyal olarak erkek kısırlık yönünden açılım gösteren F2 

havuç popülasyonu kullanılmıştır. Bu popülasyonun elde edilmesi için, erkek kısır olan 

bir bitki, normal çiçeklere sahip başka bir fertil bitki ile melezlenmiş ve hepsi normal 

çiçeklere sahip F1 popülasyonu oluşturulmuştur.  Daha sonra F1 bitkiler içerisinden 

seçilen fertil bir bitkinin kendilenmesiyle F2 haritalama popülasyonu oluşturulmuştur. 

Bu araştırmada kullanılan F2 haritalama popülasyonu 918 olarak kodlanmış ve bu 

popülasyona ait bitkilerin, hücre çekirdeğinde bulunan havuçta sitoplazmik genetik 

erkek kısırlığı kontrol eden Rf genleri bakımından 3 fertil:1 kısır olarak açılım 

gösterdiği tespit edilmiştir.  

3.2. Yöntem 

3.2.1. Yaprak örneklerinin alınması 

F2 popülasyonu içerisinden seçilen 96 adet bitkiden DNA izolasyonunda kullanılmak 

üzere yaprak örnekleri alınmıştır. DNA izolasyonunda kullanılacak yaprak örneği olarak  

bitkinin en genç yaprakları tercih edilmiştir. Sabahın erken saatlerinde alınan yaprak 

örnekleri laboratuvara getirilene kadar buz içerisinde saklanmıştır. Laboratuvara 

ulaştırılan örnekler liyofilizatörde (Christ Alpha 1-4 LD plus markalı) 3 gün süre ile 

kurutulmuştur. Kurutulan yaprak örnekleri analizlerde kullanılıncaya kadar plastik 

poşetler içerisinde -80°C sıcaklıkta saklanmıştır. 

3.2.2. DNA örneklerinin elde edilmesi 

DNA örneklerinin elde edilmesinde Futterer ve ark. (1995)’nın belirlediği yöntem 

kullanılmıştır: 
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1. Liyofilizatörde kurutulup -80°C’ye kaldırılan örnekler oda sıcaklığına getirildikten 

sonra 25 mg olarak tartılıp ardından 2 mL’lik steril mikrosantrifüj tüplerine 

aktarılmıştır.  

2. Yaprak örneklerinin öğütülürken parçalanabilmesi amacıyla mikrosantrifüj tüplerinin 

içerisine 3’er adet 6 mm çapındaki ve 5’er adet 3 mm çapındaki cam boncuklardan 

konulmuştur. Mikrosantrifüj tüplerinin kapakları sıkıca kapatıldıktan sonra, öğütücü 

yardımıyla örnekler yaklaşık 10 dk süre ile öğütülmüştür.  

3. Öğütülen örneklerin üzerine 1 mL ekstraksiyon tamponu [50 mM Tris-HCl pH 8.0, 

%1 (w/v) CTAB, 50 mM Na2EDTA, 0.7 M NaCl]  eklenerek vorteksle karıştırılmıştır. 

4. Örnekler 65°C’deki su banyosunda 30 dk boyunca inkübe edilmiştir ve inkübasyon 

esnasında örnekler 10 dk aralıklar ile elle karıştırılmıştır.  

5. Su banyosundan çıkarılan örnekler oda sıcaklığına geldikten sonra üzerine 800 µl 

kloroform:izoamil alkol (24:1) eklenmiş ve örnekler el ile karıştırılmıştır. Daha sonra 16 

000 g  hızda 5 dk santrifüj edilmiştir. Tüplerde meydana gelen dört fazdan en üstteki 

sulu  faz yeni hazırlanan 2 mL hacimli mikrosantrifüj tüplerine aktarılmıştır.  

6. Yeni tüplerdeki fazın üzerine 100 µL %10’luk CTAB tamponu ve 800 µL 

kloroform:izoamil alkol (24:1) eklenip karıştırıldıktan sonra, 16 000 g hızda  5 dk 

santrifüj edilmiştir. Tüplerde oluşan üç fazdan en üstteki sulu faz alınarak yeni 

hazırlanan 2 ml hacimli mikrosantrifüj tüplerine aktarılmıştır. 

7. Tüplere aktarılan fazın üzerine, DNA’nın çökelmesi için -20°C’de soğutulmuş 800 

µL izopropanol eklenmiştir ve elle hafifçe çalkalandıktan sonra -80°C’de 30 dk süre ile 

bekletilmiştir.   

8. -80°C’den çıkarılan örnekler 16 000 g hızda 10 dk santrifüj edilerek DNA’nın 

çökeltilmesi sağlanmıştır. 

9. Tüplerdeki sıvı döküldükten sonra çökelmiş DNA’ların üzerine 400 µL 1 M’lık NaCl 

çözeltisi eklenmiştir. 
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10. DNA’ların NaCl çözeltisi içerisinde çözündürülmesi için örnekler 65°C 

sıcaklığındaki su banyosunda 15 dk süre ile inkübe edilmiştir. Daha sonra 16 000 g 

hızda 5 dk santrifüj edilmiştir. 

11. Çözünmüş DNA örneklerinin üzerine 1 mL %96’lık etanol eklenmiştir ve örnekler -

20°C’de bir gece bekletilmiştir. 

12. Ertesi gün DNA örnekleri 16 000 g  hızda 10 dk santrifüj edilerek DNA’ların tekrar 

çökelmesi sağlanmıştır.  

 13. Tüplerdeki NaCl ve etanol karışımı dökülüp, çökeltiye tekrar 500 µL %70’lik 

etanol eklenmiş ve 16 000 g hızda 5 dakika santrifüj edilerek DNA’ların temizlenmesi 

sağlanmıştır. Tüplerin içerisindeki etanol dökülmüştür.  

14. Tüpler kağıt havlular üzerine ters çevrilip konularak tüplerde kalan etanol 

uzaklaştırılmıştır.  

15. Tüpler kuruduktan sonra DNA’lar 100 µL ultra saf su içerisinde tekrar çözülmüştür.  

16. Hazırlanan DNA örnekleri analizlerde kullanılıncaya kadar -80°C’de saklanmıştır.  

3.2.3. DNA örneklerinin kalitesinin ve konsantrasyonunun belirlenmesi 

DNA örneklerinin konsantrasyonu Qubit flourometre (İnvitrogen) cihazı ile 

belirlendikten sonra, DNA konsantrasyonları 20-50 ng/µl olacak şekilde ultra saf su ile 

sulandırılmıştır. 

DNA’ların kalitesini ve bütünlüğünü tespit edebilmek amacıyla, rastegele seçilen 10 

adet DNA örneği etidium bromit ile boyandıktan sonra %1.0’lık agaroz jelde 

görüntülenmiştir.  

3.2.4 DNA örneklerinin DNA restriksiyon enzimi (EcoRI) ile kesilmesi 

DNA örneklerinin restriksiyon enzimleri ile kesilip kesilmediğinin belirlenmesi 

amacıyla, rastgele seçilmiş 10 adet DNA örneği EcoRI (Thermo Fisher Scientific) 

enzimi ile üretici firmanın önerdiği aşağıdaki yönteme göre ile kesilmiştir:   
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Çizelge 3.1. EcoRI enzimi ile kesim reaksiyonunun bileşenleri 

Reaksiyon Bileşenleri Miktar (µL) 

DNA (20-40 ng/µL)  5 

H2O 12 

10X Tampon çözeltisi  2 

Restriksiyon enzimi (10 U/ µL)  1 

TOPLAM 20 

 

Reaksiyonun çalışması için örnekler PZR cihazı (Applied Biosystems Veriti markalı) 

içerisinde 37°C sıcaklıkta 3 saat süre ile bekletilmiştir. Bu süre sonunda örnekler EcoRI 

enziminin inaktif hale gelmesi için cihaz içerisinde 65°C sıcaklıkta 20 dk daha 

bekletilmiştir. Kesilen DNA örnekleri %1.5’luk agaroz jelde yürütülmüş ve fotoğrafı 

çekilmiştir. EcoRI enzimi ile kesilebildiği tespit edilen DNA örnekleri DNA dizileme 

analizinde kullanılana kadar -80°C’de saklanmıştır.  

3.2.5 GBS analizi 

GBS analizi, Elshire ve ark. (2011)’nın geliştirdiği yönteme göre Illumina firmasının 

HiSEq2500 (Illumina, San Diego, CA) cihazı kullanılarak yapılmıştır. Bu cihaz 

üniversitemizde bulunmadığı için DNA dizileme analizleri Amerika Birleşik 

Devletleri’ndeki Wisconsin Üniversitesi’nin Biyoteknoloji Merkezi 

Laboratuvarları’ndan hizmet alımı şeklinde yaptırılmıştır.   

GBS analizi kapsamında F2 popülasyonundaki 96 adet bitkiye ait DNA örneği ApeKI 

enzimi ile kesilmiştir. Her DNA örneğinin kesim yerine uygun ve her bitki örneğine 

özgü barkodları içeren Illumina nükleotid dizileme adaptörleri eklenmiştir. Adaptör 

eklenen DNA parçaları PZR ile çoğaltıldıktan sonra 96 bitkinin DNA örneği 

birleştirilerek bir DNA havuzu oluşturulmuştur. Havuzda yer alan DNA’lar, adaptör 

dizilerinde yer alan primerler ve Illumina firmasının HiSEq2500 cihazı kullanılarak 

DNA örneklerinin nükleotid dizileri belirlenmiştir. Her bir bitkiden en az 500 000 DNA 

parçasının nükleotid bilgisinin belirlenmiş olmasına dikkat edilmiştir. 
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3.2.6 Veri analizi 

SNP moleküler işaretleyicilerinin belirlenmesi 

GBS analizinden elde edilen verilerin analizi ile SNP moleküler işaretleyicilerin 

belirlenmesi TASSEL 5.0 paket programı (Bradbury ve ark. 2007) kullanılarak 

yapılmıştır. Kısaca, GBS yönteminde havuç genomunda hangi DNA parçalarının 

nükleotid dizilerinin belirlendiği TASSEL paket programı içinde yer alan 

“GBSSeqToTagDBPlugin” alt programı kullanılarak tespit edilmiştir. Bu DNA 

parçalarının havucun hangi kromozomlarında yer aldığı “Bowtie2” programı 

kullanılarak belirlenmiştir. Nükleotid dizileri belirlenen DNA parçalarında SNP 

bulunup bulunmadığı TASSEL programı içindeki “DiscoverySNPCallerPluginV2” alt 

programı kullanılarak tespit edilmiştir.  GBS analizinde kullanılan bitki örneklerinin 

SNP genotiplemesi TASSEL programında yer alan “ProductionSNPCallerPluginV2” alt 

programı kullanılarak yapılmıştır. 

İlişkilendirme haritalaması (association mapping)  

İlişkilendirme haritalaması (association mapping) erkek kısılık geni ile ilişkili SNP 

moleküler işaretleyicilerin belirlenmesi için Tassel 5.0 programı kullanılarak 

yapılmıştır. İlişkilendirme haritalaması oluşturulurken GLM (Genel Linear model) 

yöntemi kullanılmıştır.  

Genetik bağlantı haritasının oluşturulması 

Genetik bağlantı haritası Joinmap 4.0 (Van Ooijen 2006) bilgisayar programına 

kullanılarak oluşturulmuştur. SNP verileri Joinmap 4.0 programının eş baskın moleküler 

işaretleyiciler için kullandığı “a, b, h” şeklinde kodlanmıştır. Harita oluştururken, LOD 

değeri 7 alınarak gruplar belirlenmiştir. Maksimum rekombinasyon sıklığı ise 0,30 

olarak kabul edilmiştir. Eksik veri oranı %10 olacak şekilde analizler 

gerçekleştirilmiştir. Harita oluştururken, skoru olarak belirlenmiştir.  Analiz sonucunda 

bağlantı grupları ile bu gruplar üzerindeki SNP moleküler işaretleyicilerinin birbirlerine 

olan uzaklıkları Kosambi Haritalama Fonksiyonu (Kosambi 1944) kullanılarak tespit 

edilmiştir. Bu uzaklıklar centiMorgan (cM) olarak belirlenmiştir.   
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3.2.7. Simple probe yöntemi kullanarak eş zamanlı PZR reaksiyonun yapılması 

F2 popülasyonu içinden seçilen 96 adet DNA örneğinden tespit edilen ve genotiplemesi 

yapılan SNP moleküler işaretleyicilerin doğrulanması için eş zamanlı PZR yönteminin 

özgül belirleme sistemlerinden biri olan hibridizasyon temelli Simple Probe yöntemi 

kullanılmıştır. Reaksiyon öncesinde, SNP moleküler işaretleyicilere uygun olan prob ve 

primerlerin tasarlanması, Roche LightCycler Probe Design 2.0 (Roche Applied Science, 

Indianapolis, ABD 2004) programı kullanılarak hizmet alımı şeklinde Roche firmasına 

yaptırılmıştır.  

Eş zamanlı PZR, Roche LightCycler 480 Real Time PZR cihazı ve Roche LightCycler 

FastStart DNA Master HybProbe karışımı kullanılarak yapılmıştır. Eş zamanlı PZR 

reaksiyonunun bileşenleri aşağıdaki gibidir: 

Çizelge 3.2. Eş zamanlı PZR reaksiyonunun bileşenleri PZR reaksiyonu bileşenleri 

PZR Bileşenleri Miktar (µL) 

DNA örneği (20-40 ng/µL)   5.0 

İleri primeri  (F) (5nmol/µL)   0.5 

Geri primeri (R) (5nmol/µL)   0.1 

Simple Prob (1nmol/ µL)   0.2 

MgCl2 (25 mM)   1.6 

H2O 10.6 

Enzim  2.0 

TOPLAM 15.0 

 

Roche (Applied Science, Indianapolis, IN, ABD) firması tarafından belirlenen eş 

zamanlı PZR Simple Probe yöntemi reaksiyonunun sıcaklık döngüsü aşağıdaki gibidir: 
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  Çizelge 3.3. Eş zamanlı PZR sıcaklık döngüsü 

Basamak No.   Sıcaklık (°C) Süre (dk) 

1     95 5:00 

2    95 0:10 

3    55 0:15 

4    72 0:20 

5    95 2:00 

6                    40                 2:00 

 

2 ile 4 arasındaki basamaklar 45 döngü olarak gerçekleştirilmiştir. 6. basamaktan sonra 

floresan boyalarının çalışması için sıcaklık 85°C ‘ye yükseltilmiş ve daha sonra tekrar 

40°C’ye düşürülerek reaksiyon sonlandırılmıştır.  

3.2.8. Erkek kısılık geni ilişkili SNP moleküler işaretleyicilerin eş zamanlı PZR 

simple probe yöntemi ile doğrulanması 

Eş zamanlı PZR reaksiyonu sonucunda LightCycler Data Analysis (Roche Diagnostics, 

Indianapolis, IN, ABD) programı ile 96 adet genotipe ait DNA’ların erime noktaları 

(Tm) tespit edilerek, erime eğrisi analizleri çıkarılmıştır. Eş zamanlı PZR sonuçlarının 

yorumlanması erime eğrisi analizlerine göre yapılmıştır. Sitoplazmik genetik erkek 

kısırlığı kontrol eden Rf genleri ile bağlantılı olup olmadığı doğrulanmıştır. Buna göre, 

tespit edilen SNP moleküler işaretleyicilerin genotiplemesi yapılarak, bireylerin 

homozigot fertil (Rf1Rf1), heterozigot fertil (Rf1rf1) ve erkek kısır (rf1rf1) olma 

durumları incelenmiştir.  

3.2.9. Genetik bağlantı haritasının oluşturulması 

Erime eğrisi analizleri sonucunda erkek kısılık geni ile ilişkili olduğu doğrulanan SNP 

moleküler işaretleyicilere ait genotipik verilerin JoinMap 4.0 (Van Ooijen 2006) 

bilgisayar programına aktarılmasıyla genetik bağlantı haritası oluşturulmuştur. Harita 

oluştururken, LOD değeri 7 alınarak gruplar belirlenmiştir. Maksimum rekombinasyon 

sıklığı ise 0.30 olarak kabul edilmiştir. Eksik veri oranı %10 olacak şekilde analizler 
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gerçekleştirilmiştir. Analiz sonucunda bağlantı grupları ile bu gruplar üzerindeki SNP 

moleküler işaretleyicilerinin birbirlerine olan uzaklıkları Kosambi Haritalama 

Fonksiyonu (Kosambi 1944) kullanılarak tespit edilmiştir. Bu uzaklıklar centiMorgan 

(cM) olarak belirlenmiştir. 
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4. BULGULAR  

4.1. Çiçeklerin Erkek Kısır Olup Olmadığının Belirlenmesi 

918 no’lu F2 haritalama popülasyonuna ait 96 adet bitkinin çiçek yapıları incelenmiş ve 

sonuçlar Çizelge 4.1’de verilmiştir. Buna göre; 77 adet bitkinin erkek fertil ve 19 adet 

bitkinin erkek kısır olduğu gözlenmiştir. Bu popülasyonda yapılan ki-kare testi 

sonuçlarına göre, hücre çekirdeğinde bulunan erkek kısırlık karakterinin açılım oranı 

3:1 olarak tespit edilmiştir. Ki-kare testi p değeri 0.24 olarak bulunmuştur. 

Çizelge 4.1. F2 popülasyonuna ait 96 adet bitkinin çiçek yapılarının fenotipik gözlem 

sonuçları  

 

Örnek 

Sıra 

No. 

Bitki No. 
Çiçek 

Durumu 

Örnek 

Sıra 

 No. 

Bitki No 
Çiçek 

Durumu 

1 918-01 Fertil 16 918-16 Fertil 

2 918-02 Fertil 17 918-17 Fertil 

3 918-03 Fertil 18 918-18 Kısır 

4 918-04 Kısır 19 918-19 Fertil 

5 918-05 Fertil 20 918-20 Fertil 

6 918-06 Kısır 21 918-21 Fertil 

7 918-07 Fertil 22 918-22 Kısır 

8 918-08 Fertil 23 918-23 Kısır 

9 918-09 Fertil 24 918-24 Fertil 

10 918-10 Fertil 25 918-25 Fertil 

11 918-11 Kısır 26 918-26 Kısır 

12 918-12 Fertil 27 918-27 Fertil 

13 918-13 Fertil 28 918-28 Kısır 

14 918-14 Fertil 29 918-29 Fertil 

15 918-15 Fertil 30 918-30 Fertil 
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Çizelge 4.1. F2 popülasyonuna ait 96 adet bitkinin çiçek yapılarının fenotipik gözlem 

sonuçları (devam) 

 

Örnek 

Sıra 

No. 

Bitki No. 
Çiçek 

Durumu 

Örnek 

Sıra 

 No. 

Bitki No 
Çiçek 

Durumu 

31 918-31 Fertil 55 918-55 Kısır 

32 918-32 Fertil 56 918-56 Fertil 

33 918-33 Fertil 57 918-57 Fertil 

34 918-34 Fertil 58 918-59 Fertil 

35 918-35 Fertil 59 918-60 Fertil 

36 918-36 Kısır 60 918-61 Fertil 

37 918-37 Fertil 61 918-62 Fertil 

38 918-38 Fertil 62 918-63 Fertil 

39 918-39 Fertil 63 918-64 Fertil 

40 918-40 Fertil 64 918-65 Fertil 

41 918-41 Fertil 65 918-66 Kısır  

42 918-42 Fertil 66 918-67 Fertil 

43 918-43 Fertil 67 918-68 Fertil 

44 918-44 Fertil 68 918-69 Fertil 

45 918-45 Kısır 69 918-71 Fertil 

46 918-46 Kısır 70 918-72 Fertil 

47 918-47 Fertil 71 918-73 Fertil 

48 918-48 Kısır 72 918-74 Kısır 

49 918-49 Fertil 73 918-75 Fertil 

50 918-50 Kısır 74 918-76 Fertil 

51 918-51 Fertil 75 918-77 Fertil 

52 918-52 Kısır 76 918-78 Fertil 

53 918-53 Fertil 77 918-79 Fertil 

54 918-54 Fertil 78 918-80 Kısır  
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Çizelge 4.1. F2 popülasyonuna ait 96 adet bitkinin çiçek yapılarının fenotipik gözlem 

sonuçları (devam) 

 

Örnek 

Sıra 

No. 

Bitki No. 
Çiçek 

Durumu 

Örnek 

Sıra 

 No. 

Bitki No 
Çiçek 

Durumu 

79 918-81 Fertil 88 918-90 Fertil 

80 918-82 Fertil 89 918-91 Fertil 

81 918-83 Fertil 90 918-92 Fertil 

82 918-84 Fertil 91 918-93 Fertil 

83 918-85 Fertil 92 918-94 Fertil 

84 918-86 Fertil 93 918-95 Fertil 

85 918-87 Fertil 94 918-96 Fertil 

86 918-88 Fertil 95 918-97 Kısır 

87 918-89 Fertil 96 918-98 Fertil 

 

4.2. DNA İzolasyonu 

F2 popülasyonuna ait 96 adet genotipin DNA konsantasyonlarının 20,0 ng/µL ile 97,6 

ng/µL arasında değiştiği tespit edilmiştir (Çizelge 4.2). DNA örneklerinin 

konsantrasyonu 20,0-50,0 ng/µL olacak şekilde ultra saf su ile sulandırılmıştır.  

 

GBS analizlerinde kullanılacak DNA örneklerinin yüksek kalitede ve DNA’ların 

parçalanmamış olması çok önemlidir. Bu amaçla; konsantrasyonu belirlenen DNA 

örneklerinden rastgele seçilen 10 adet örneğin %1,0’lık agaroz jelde 2 saat 70 voltta 

koşulduktan sonra elde edilen görüntüsü Şekil 4.1’de verilmiştir. Şekilde ok ile işaret 

edilen kısım, parçalanmamış yapıdaki DNA örneklerinin agaroz jelde oluşturduğu bantı 

göstermektedir. Agaroz jelde bu bantın oluşması, DNA’ların parçalanmamış yapıda 

olduğunu ve  DNA kalitesinin yüksek olduğunu ifade etmektedir.  
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Çizelge 4.2. DNA örneklerinin konsantrasyonu 

 

Örnek 

Sıra 

No. 

Bitki No. 

DNA 

Konsantrasyonu 

(ng/µL) 

Örnek 

Sıra No Bitki No 

DNA 

Konsantrasyonu 

(ng/µL) 

1 918-01 26,6 25 918-25 23,4 

2 918-02 28,8 26 918-26 41,8 

3 918-03 60,5 27 918-27 20,7 

4 918-04 29,0 28 918-28 22,3 

5 918-05 81,3 29 918-29 27,4 

6 918-06 38,0 30 918-30 22,5 

7 918-07 20,0 31 918-31 25,7 

8 918-08 20,6 32 918-32 35,2 

9 918-09 22,1 33 918-33 30,3 

10 918-10 32,6 34 918-34 22,9 

11 918-11 33,3 35 918-35 60,9 

12 918-12 42,8 36 918-36 21,7 

13 918-13 25,6 37 918-37 46,1 

14 918-14 47,6 38 918-38 63,3 

15 918-15 31,0 39 918-39 34,5 

16 918-16 32,6 40 918-40 25,5 

17 918-17 36,0 41 918-41 23,2 

18 918-18 35,6 42 918-42 30,6 

19 918-19 30,2 43 918-43 35,8 

20 918-20 39,7 44 918-44 35,7 

21 918-21 40,0 45 918-45 43,3 

22 918-22 54,7 46 918-46 25,9 

23 918-23 42,2 47 918-47 28,4 

24 918-24 51,7 48 918-48 49,4 
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Çizelge 4.2. Yaprak örneklerinden elde edilen DNA örneklerinin konsantrasyonu 

(devam) 

 

Örnek 

Sıra 

No. 

Bitki No. 

DNA 

Konsantrasyonu 

(ng/µL) 

Örnek 

Sıra No Bitki No 

DNA 

Konsantrasyonu 

(ng/µL) 

49 918-49 31,3 73 918-75 33,3 

50 918-50 40,1 74 918-76 26,9 

51 918-51 31,4 75 918-77 22,3 

52 918-52 22,8 76 918-78 32,7 

53 918-53 75,1 77 918-79 21,9 

54 918-54 30,3 78 918-80 42,3 

55 918-55 66,6 79 918-81 25,4 

56 918-56 41,9 80 918-82 30,7 

57 918-57 80,6 81 918-83 38,0 

58 918-59 28,7 82 918-84 22,4 

59 918-60 21,3 83 918-85 33,4 

60 918-61 39,9 84 918-86 89,2 

61 918-62 35,6 85 918-87 35,2 

61 918-63 21,4 86 918-88 21,3 

63 918-64 20,9 87 918-89 26,4 

64 918-65 22,9 88 918-90 27,9 

65 918-66 26,0 89 918-91 23,2 

66 918-67 37,0 90 918-92 41,6 

67 918-68 37,8 91 918-93 30,8 

68 918-69 24,5 92 918-94 97,6 

69 918-71 46,3 93 918-95 39,3 

70 918-72 62,3 94 918-96 45,0 

71 918-73 25,9 95 918-97 26,4 

72 918-74 33,8 96 918-98 48,8 
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Şekil 4.1. Rastgele seçilmiş 10 adet DNA örneğinin agaroz jel görüntüsü 

 

GBS analizi DNA örneklerinin restriksiyon enzimi ile kesilmesi işlemini içerdiğinden, 

öncesinde DNA örneklerinin DNA restriksiyon enzimleri ile kesilebildiğinin tespit 

edilmesi oldukça önemlidir. EcoRI enzimi ile kesilen DNA örneklerinin görüntüsü Şekil 

4.2’de verilmiştir. Şeki 4.2’de görüldüğü gibi, Şekil 4.1’de ok ile gösterilen DNA bandı 

EcoRI enzimi ile kesildikten sonra kaybolmuştur. Bu da DNA örneklerinin EcoRI 

enzimi tarafından kesildiğini göstermektedir.  

 

         Şekil 4.2. EcoRI enzimi ile kesilen DNA örneklerinin agaroz jel görüntüsü  
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4.3. GBS Analizi Sonuçları 

 

GBS analizleri sonucunda 96 genotipden elde edilen nükleotid dizileri TASSEL 5.0 

programı kullanılarak referans havuç genomu ile eşleştirilmiştir. Tüm genotiplerden 

elde edilen nükleotid dizlerinin ne kadarının referans havuç genomu ile eşleştiği yüzde 

(%) olarak Şekil 4.3’teki grafikte verilmiştir. Bu şekile göre; 918-46 no’lu örneğin 

havuç genomu ile eşleşme yapamadığı ve 918-66 no’lu örneğin ise yaklaşık %20 

oranında eşleştiği belirlenmiştir. Bu nedenle, bu örnekler için GBS analizinin 

çalışmadığı öngörülmüş ve GBS analizi sırasında bu genotipler veri analizinden 

çıkartılmıştır. Diğer genotiplerin eşleşme oranlarının ise %70 ile %90 oranında değiştiği 

görülmektedir. Havucun referans genomu ile eşleşmeyen nükleotid dizileri daha sonraki 

analizlere dahil edilmemiştir. 

 

 

Şekil 4.3. GBS analizi sırasında genotiplerin referans havuç genomu ile eşleşme 

durumu  

 

GBS analizi tarafından her bir örnek için nükleotid dizisi yapılan DNA parçası sayıları 

Şekil 4.4’te gösterilmektedir. Grafik üzerindeki sütunların mor renk ile ifade edilen 

kısımları başarılı olarak yapılan okuma sayılarını; yeşil renk ile gösterilen kısımları ise 

nükleotid dizisi havucun referans genomu ile eşleşmeyen DNA parçası sayılarına 

karşılık gelmektedir. Buna göre; GBS analizi sırasında nükleotid dizi analizi yapılan 

parça sayıları toplamı 1-10 000 000 arasında değiştiği görülmektedir. Nükleotid dizi 

analizi yapılan parça sayısı en fazla olan genotipin  yaklaşık 8 000 000 okuma ile 918-

67 no’lu genotip olduğu tespit edilmiştir. Bunun yanı sıra, 918-59, 918-63 ve 918-74 
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no’lu genotiplerin nükleotid dizileri belirlenen parça sayılarının 1 000 000’dan az 

olduğu gözlenmiştir. Ayrıca, 918-46 ve 918-66 no’lu genotiplerin okuma yapılan parça 

sayıları bulunmadığı için nükleotid dizilerinin GBS analizleri kapsamında 

belirlenemediği görülmüş ve sonraki veri analizlerinden çıkartılmıştır.    

 

 
 

Şekil 4.4. GBS analizi tarafından her bir örnek için nükleotid dizi analizi yapılan DNA 

parçası sayısı  

 

 

4.4. SNP Moleküler İşaretleyicilerinin Belirlenmesi ve İlişkilendirme Haritalaması 

Sonuçları 

 

GBS analizi ile nükleotid dizi analizi sonuçları TASSEL 5.0 programına aktarılmıştır. 

Bunun sonucunda, TASSEL programında 21 216 adet SNP moleküler işaretleyicisi 

belirlenmiştir. Analiz sırasında SNP moleküler işaretleyicilere göre yapılan filtreleme 

uygulaması ile, en düşük allel frekansı 0,3; en yüksek allel frekansı 0,7 ve eksik veri 

oranı %20 olacak şekilde analiz gerçekleştirilmiştir. Böylece, eksik veri oranı yüksek 

olan ve monomorfik olan SNP moleküler işaretleyicileri analiz dışında bırakılması 

sağlanmıştır. Genotiplere göre yapılan filtreleme işlemi sonucunda ise, en düşük 

heterozigotluk oranı 0,2; en yüksek heterozigotluk oranı ise 0,8 olarak 

sınırlandırılmıştır. Buna ek olarak eksik veri oranı %10’nun üzerinde olan genotipler 

analizlerden çıkartılmıştır. Sonuç olarak, SNP moleküler işaretleyicilerinin ve 

genotiplerin filtrelenmesi sonucunda sadece 90 adet bireye ait verilerin haritalama 

analizlerinde kullanılabileceği tespit edilmiştir. Buna ek olarak başlangıçta 21 216 adet 

olarak belirlenen SNP moleküler işaretleyicisi sayısı filtreleme sonucunda 10 425’e 
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düşmüştür. Belirlenen bu SNP moleküler işaretleyicilerinin sayısının kromozomlara 

göre dağılımı ve bulundukları bölgeler Çizelge 4.3.’de verilmiştir. Kromozom başına 

düşen SNP moleküler işaretleyicilerinin sayısının 874 (9. Kromozom) ile 1 679 (1. 

Kromozom) arasında değiştiği görülmektedir.  

 

Erkek kısırlıkla ilişkili SNP moleküler işaretleyicileri belirleyebilmek için 10 425 adet 

SNP moleküler işaretleyicilerine ait veriler ile bireylere ait fenotipik veriler TASSEL 

5.0 programına yüklenmiştir. TASSEL 5.0 paket programında bulunan GLM alt 

programı kullanılarak ilişkilendirme haritalaması yapılmış ve Manhattan grafikleri 

oluşturulmuştur (Şekil 4.5). Belirlenen SNP moleküler işaretleyicilerin referans havuç 

genomunun kromozomları üzerindeki dağılımı Manhattan grafiğinde gösterilmektedir.  

Bu grafiğe göre; Rf1 geni ile ilişkili SNP moleküler işaretleyicilerinin dağılımının en 

fazla 9. kromozom üzerinde olduğu ve bu moleküler işaretleyicilerin havucun 9. 

kromozomun başında yer aldığı tespit edilmiştir. Ayrıca, 9. Kromozom üzerinde -

Log10p değeri 9,0-10,5 arasında olan SNP moleküler işaretleyicisi sayısının 5 adet 

olduğu tespit edilmiştir. Bu SNP moleküler işaretleyiciler arasından en yüksek -Log10p 

değerinin 10,25 ile DcSNP_4822988’e ait olduğu görülmektedir Diğer 

kromozomlardaki SNP moleküler işaretleyicilerinin yoğunluğuna bakıldığında; 

moleküler işaretleyicilerin -Log10p değerinin ortalama olarak 2,00 sınırına kadar 

dağılım gösterdikleri Şekil 4.5’de görülmektedir. 

İlişkilendirme haritalaması sonucunda, havuçta erkek kısırlık geninin havucun 9. 

kromozomu üzerinde bulunduğu tespit edilmiştir. 
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Çizelge 4.3. Belirlenen SNP moleküler işaretleyicilerin havucun kromozomları 

üzerindeki dağılımı (bç: baz çifti) 

 

Kromozom Sayısı 

SNP moleküler 

işaretleyicilerin 

sayısı  

(adet) 

 

 

SNP Sayı No. 

 

Kromozom üzerinde 

bulunduğu bölge 

(bç) 

1 1 679 0-1 678 3 515 146-51 352 107 

2 1 206 1 679-2.884 4 937 223-42 819 468 

3 1 260 2 885-4 144 77 431-50 146 117 

4    908 4 145-5 052 823 834-35 910 203 

5 1 243 5 053-6 295 386 020-40 767.829 

6    992 6 296-7 287 114 523-36 512 814 

7 1 099 7 288-8 386 65 856-36 264 097 

8 1 164 8 387-9 550 103 954-31 697 488 

9    874 9 551-10 424 579 378-32 894 779 

 

 

 Şekil 4.5. Rf1 geni ile ilişkilendirilen SNP moleküler işaretleyicilere ait Manhattan 

grafiği 
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4.5. Genetik Bağlantı Haritasının Oluşturulması 

 

İlişkilendirme haritalaması sonucunda, Rf1 geninin havuç genomunun 9. 

kromozomunda olduğu tespit edilmiştir (Şekil 4.5). Dolayısıyla, genetik bağlantı 

haritası için 9. Kromozom üzerinde yer alan SNP moleküler işaretleyiciler 

kullanılmıştır. 9. kromozom üzerinde yer alan SNP moleküler işaretleyiciler ile 

oluşturulan genetik bağlantı analizi sonucunda havucun 9. kromozomu için 66 cM 

uzunluğunda 1 adet bağlantı grubu oluşmuştur (Şekil 4.6). Bu genetik haritanın üzerinde 

119 adet SNP moleküler işaretleyicisinin yer aldığı ve ortalama moleküler işaretleyici 

yoğunluğunun ise 0.55 cM/SNP olduğu tespit edilmiştir. Genetik bağlantı haritasında da 

erkek kısırlık geninin havucun 9. kromozomunun hemen başında yer aldığı tespit 

edilmiştir.  
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Şekil 4.6. SNP moleküler işaretleyicilere dayalı havucun 9. kromozomunun genetik 

haritası. (Barın solundaki rakamlar cM olarak genetik mesafeyi göstermektedir; SNP 

moleküler işaretleyicilerinin isimleri barın sağında yer almıştır). 
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4.6. Erkek Kısılık Geni ile İlişkili SNP Moleküler İşaretleyicilerin Seçilmesi 

 

Hem ilişkilendirme ile haritalama hem de genetik bağlantı haritalaması sonuçları, erkek 

kısırlık (Fertility) genin havuç genomunun 9. kromozomunda olduğunu göstermiştir.   

Hem ilişkilendirme ile haritalama hem de genetik bağlantı haritalaması sonuçları 

kullanılarak erkek kısırlık genine en yakın olan 5 adet SNP moleküler işaretleyicisi 

seçilmiştir. Daha sonra eş zamanlı PZR simple probe analizinde kullanılmak üzere, 

seçilen her bir SNP için prob geliştirilmiştir. Eş zamanlı PZR Reaksiyonunda kullanılan 

SNP moleküler işaretleyicileri ve özellikleri Çizelge 4.4’de verilmiştir. 

 

Çizelge 4.4. Eş zamanlı PZR reaksiyonunda kullanılan SNP moleküler işaretleyiciler ve 

nükleotid polimorfizmi 

 

SNP No SNP Adı Nükleotid Polimorfizmi 

1 DcSNP_3342931 A/G 

2 DcSNP_3992596 A/G 

3 DcSNP_4822988 A/C 

4 DcSNP_6233708 A/G 

5 DcSNP_6379153 C/G 

 

4.7. Erime Eğrisi Analizi Sonuçları 

 

SNP moleküler işaretleyiciler ile yapılan eş zamanlı PZR resksiyonu sonucunda erime 

eğrisi analizleri yapılmıştır. Buna göre, DcSNP_3992596 ve DcSNP_6379153 

moleküler işaretleyicileri için DNA çoğaltımının gerçekleşmediği tespit edilmiştir. Bu 

nedenle, bu moleküler işaretleyiciler analizlere dahil edilmemiştir. Bunun yanı sıra, 

tespit edilen diğer üç SNP moleküler işaretleyicileri (DcSNP_3342931, 

DcSNP_4822988 ve DcSNP_6233708) kullanılarak yapılan reaksiyonlar sonucunda, F2 

popülasyonuna ait tüm genotipler için ayrı ayrı erime eğrileri oluşturulmuş ve 

popülasyondaki tüm bitkilerin erkek kısırlık karakteri bakımından genotiplemesi 

yapılmıştır. Tüm genotiplerin homozigot fertil (Rf1Rf1), heterozigot fertil (Rf1rf1) ve 

erkek kısır (rf1rf1) olma durumları erime sıcaklıklarına (Tm değerleri) bakılarak 

değerlendirilmiştir. Erime eğrisi analizi sonuçları Şekil 4.7, Şekil 4.8, Şekil 4.9 ve Şekil 

4.10’da verilmiştir. 
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Şekil 4.7. DcSNP_3342931 ile yapılan eş zamanlı PZR çoğaltımına ait erime eğrileri 

 

 
  

Şekil 4.8. DcSNP_4822988 ile yapılan eş zamanlı PZR çoğaltımına ait erime eğrileri 

 

 

 
 

Şekil 4.9. DcSNP_6233708 ile yapılan eş zamanlı PZR çoğaltımına ait erime eğrileri 
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DcSNP_3342931 primeri ile yapılan çoğaltım sonucunda; erkek kısır olan genotiplerin 

DNA sarmallarının 55°C’de, homozigot fertil olan genotiplerin 62°C’de denatüre 

olduğu ve heterozigot fertil olan bireylerin ise hem 55°C hem de 62°C sıcaklıklarda 

birbirinden ayrıldığı tespit edilmiştir. Buna göre, grafik üzerinde erime eğrileri kırmızı 

renk olan bireylerin homozigot fertil; mavi renkli olan bireylerin heterozigot fertil ve 

yeşil renk ile ifade edilen bireylerin ise erkek kısır oldukları tespit edilmiştir (Şekil 4.7). 

Erkek kısır bitkiler rf1rf1 genotipini taşırken, fertil bitkiler Rf1Rf1 veya Rf1rf1 

genotoplerini taşımaktadır.  

 

DcSNP_4822988 primeri ile yapılan çoğaltım sonucunda; erkek kısır olan genotiplerin 

erime sıcaklıklarının 48°C; homozigot fertil olan bireylerin 55°C; heterozigot fertil olan 

bireylerin erime sıcaklıklarının ise 48 ve 55°C’lerde olduğu tespit edilmiştir (Şekil 4.8). 

 

DC-SNP_6233708 primeri ile yapılan çoğaltım sonucunda ise, erkek kısır olan 

genotiplerin erime sıcaklığının 58°C; homozigot fertil olan bireylerin 62°C; heterozigot 

fertil olan bireylerinin ise hem 58°C ve hem de 63°C olduğu saptanmıştır (Şekil 4.9). 

 

Şekil 4.10’a ait 1, 2 ve 3 no’lu grafikler; F2 popülasyonu içerisinden seçilen homozigot 

ve heterozigot erkek fertil genotiplere (Rf1Rf1, Rf1rf1); 3 no’lu grafik ise erkek kısır 

olan genotipe (rf1rf1) ait erime eğrilerini göstermektedir. 
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Şekil 4.10. Popülasyondaki tüm genotiplerin homozigot fertil (Rf1Rf1), heterozigot 

fertil (Rf1rf1) ve erkek kısır (rf1rf1) olma durumlarını gösteren erime eğrileri 

 

4.8. Erkek kısırlık geni ile ilişkilendirilen SNP moleküler işaretleyicilerin 

doğrulanması 

 

Hücre çekirdeğinde bulunan Rf1 geni ile ilişkili SNP moleküler işaretleyicilerin GBS 

analizleri ile belirlenmesinin ardından, TASSEL 5.0 programından elde edilen genotipik 

verilerin doğrulanması amacıyla erime eğrisi analizleri gerçekleştirilmiştir. 

Popülasyondaki 96 adet bitkinin çiçek yapıları üzerinde yapılan fenotipik gözlem 
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sonuçları, GBS analizi ve erime eğrisi analizleri sonuçları ile karşılaştırılarak Çizelge 

4.5’de sunulmuştur.  

  

96 adet bitkinin çiçeklerinin erkek kısır olup olmadığı ile ilgili yapılan fenotipik gözlem 

sonuçları, bu popülasyona ait GBS analizi sonuçları ile karşılaştırıldığında; fenotipik ve 

genotipik veriler arasında farklılıklar bulunduğu ortaya çıkmıştır. 918-27 ve 918-47 

no’lu örnekler fenotipik gözlem sonucunda fertil bitki olarak değerlendirilmiş ancak, 

DcSNP_6233708 moleküler işaretleyicisine ait GBS analizi ile bu bitkiler erkek kısır 

olarak genotiplenmiştir. Bunun tam tersi olarak; 918-74 ve 918-80 no’lu bitkiler arazide 

yapılan fenotipik gözlemlerde kısır olarak değerlendirilmelerine rağmen; GBS 

analizinde nükleotid dizilerinin belirlenmesi ile bu bitkilerin fertil olarak genotiplendiği 

görülmüştür. Ayrıca, 918-46, 918-63, 918-66 ve 918-78 no’lu örneklerin 

genotiplemelerinin ise GBS analizi ile yapılamadığı tespit edilmiştir. Bu sonuçlardan 

yola çıkarak; çiçek yapılarının fenotipik olarak gözlenmesi ile elde edilen veriler ile 

GBS analizi sonuçlarının %89,6 oranında birbiri ile uyumlu olduğu ortaya çıkmıştır. 

Aralarında %6,3 oranında genotipleme farklılığı bulunduğu ve eksik veri oranının ise 

%4,1 olduğu tespit edilmiştir.  

Erime eğrisi analizleri sonuçlarına bakıldığında, elde edilen sonuçların, %97,9 oranında 

fenotipik verileri doğruladığı görülmektedir. Geriye kalan  %2,1’lik oran ise; 918-22 ve 

918-98 no’lu bitkilere ait genotipleme sonuçlarının elde edilememiş olması nedeni ile 

eksik veri oranı olarak kayıt edilmiştir.  

 

GBS analizi sonucunda yapılan genotiplemeler ve eş zamanlı PZR simple probe 

yöntemi sonuçları karşılaştırıldığında; genotiplerin homozigot ve heterozigot fertil olma 

durumlarındafarklılıklar bulunduğu görülmektedir. Ancak bu durum fenotipi 

değiştirmemektedir. Buna ek olarak; 918-74 ve 918-80 genotipleri GBS analizleri ile 

fertil bitkiler olarak tespit edilmişti; fakat erime eğrisi analizleri ile bu bitkilerin erkek 

kısır olduğu ortaya çıkmış ve böylece fenotipik gözlem sonuçları doğrulanmıştır.
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Çizelge 4.5. Fenotipik gözlem verileri ile GBS analizi ve erime eğrisi analizi 

sonuçlarının karşılaştırılması (Hef: Heterozigot fertil; Hof: Homozigot fertil; S: Erkek 

kısır; -: Çalışmayan reaksiyon) 

 

Bitki 

Sıra 

No. 

Örnek 

Adı 

Fenotipik 

Gözlem 

Sonuçları 

GBS Analizi Sonuçları Erime Eğrisi Analizi Sonuçları 

DcSNP_

3342931 

DcSNP_

4822988 

DcSNP_

6233708 

DcSNP_

3342931 

DcSNP_

4822988 

DcSNP_

6233708 

1 918-01 Fertil HeF HeF HeF HeF HeF HeF 

2 918-02 Fertil HeF HeF HeF HeF HeF HeF 

3 918-03 Fertil HoF HeF HeF HoF HeF HeF 

4 918-04 Kısır S S S S S S 

5 918-05 Fertil HeF HeF HeF HeF HeF HeF 

6 918-06 Kısır S S S S S S 

7 918-07 Fertil HeF HeF HoF HeF HeF HeF 

8 918-08 Fertil HoF HoF HoF HoF - - 

9 918-09 Fertil HeF HeF HeF HeF HeF HeF 

10 918-10 Fertil HoF HoF HoF HoF HoF HoF 

11 918-11 Kısır S S S S S S 

12 918-12 Fertil HoF HoF HoF HeF HoF HoF 

13 918-13 Fertil HeF HeF HeF HoF HeF HeF 

14 918-14 Fertil HeF HeF HeF HeF HeF HeF 

15 918-15 Fertil HeF HeF HeF HeF HeF HeF 

16 918-16 Fertil HoF HoF HoF HoF HoF HoF 

17 918-17 Fertil HeF HeF HeF HeF HeF HeF 

18 918-18 Kısır S S S S S S 

19 918-19 Fertil HoF HoF HoF HoF HoF HoF 

20 918-20 Fertil HoF HoF HoF HoF HoF HoF 

21 918-21 Fertil HeF HeF HeF -  HeF - 

22 918-22 Kısır S S S - - - 

23 918-23 Kısır S S S S S S 

24 918-24 Fertil HeF HeF HeF HeF HeF HeF 
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Çizelge 4.5. Fenotipik gözlem verileri ile GBS analizi ve erime eğrisi analizi 

sonuçlarının karşılaştırılması (Hef: Heterozigot fertil; Hof: Homozigot fertil; S: Erkek 

kısır; -: Çalışmayan reaksiyon) (devam) 

 

Bitki 

Sıra 

No. 

Örnek 

Adı 

Fenotipik 

Gözlem 

Sonuçları 

GBS Analizi Sonuçları Erime Eğrisi Analizi Sonuçları 

DcSNP_

3342931 

DcSNP_

4822988 

DcSNP_

6233708 

DcSNP_

3342931 

DcSNP_

4822988 

DcSNP_

6233708 

25 918-25 Fertil HoF HoF HoF HoF HoF HoF 

26 918-26 Kısır S S S S S S 

27 918-27 Fertil HoF HoF S HoF HoF HoF 

28 918-28 Kısır S S S S S S 

29 918-29 Fertil HeF HeF HeF HeF HeF HeF 

30 918-30 Fertil HeF HeF HeF HeF HeF HeF 

31 918-31 Fertil HeF HeF HeF HeF HeF HeF 

32 918-32 Fertil HeF HeF HeF HeF HeF HeF 

33 918-33 Fertil HoF HoF HoF HoF HoF HoF 

34 918-34 Fertil HoF HoF HoF HoF HoF HoF 

35 918-35 Fertil HeF HeF HeF HeF HeF HeF 

36 918-36 Kısır S S S S S S 

37 918-37 Fertil HeF HeF HeF HeF HeF HeF 

38 918-38 Fertil HeF HeF HeF HeF HeF HeF 

39 918-39 Fertil HoF HoF HoF HoF HoF HoF 

40 918-40 Fertil HeF HeF HeF HeF HeF HeF 

41 918-41 Fertil HeF HeF HeF HeF HeF HeF 

42 918-42 Fertil HeF HeF HoF HeF HeF HeF 

43 918-43 Fertil HoF HeF HeF HoF HeF HeF 

44 918-44 Fertil HeF HeF HeF HeF HeF HeF 

45 918-45 Kısır S S S S S S 

46 918-46 Kısır - - - S S S 

47 918-47 Fertil HeF HeF S HoF HoF HoF 

48 918-48 Kısır S S S S S S 
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Çizelge 4.5. Fenotipik gözlem verileri ile GBS analizi ve erime eğrisi analizi 

sonuçlarının karşılaştırılması (Hef: Heterozigot fertil; Hof: Homozigot fertil; S: Erkek 

kısır; -: Çalışmayan reaksiyon) (devam) 

 

Bitki 

Sıra 

No. 

Örnek 

Adı 

Fenotipik 

Gözlem 

Sonuçları 

GBS Analizi Sonuçları Erime Eğrisi Analizi Sonuçları 

DcSNP_

3342931 

DcSNP_

4822988 

DcSNP_

6233708 

DcSNP_

3342931 

DcSNP_

4822988 

DcSNP_

6233708 

49 918-49 Fertil HoF HoF HoF HoF HoF HoF 

50 918-50 Kısır S S S S S S 

51 918-51 Fertil HoF HoF HoF HoF HeF HeF 

52 918-52 Kısır S S S S S S 

53 918-53 Fertil HeF HeF HeF HeF HeF HeF 

54 918-54 Fertil HeF HeF HeF HeF HeF HeF 

55 918-55 Kısır S S S S S S 

56 918-56 Fertil HeF HeF HeF HoF HoF HeF 

57 918-57 Fertil HeF HeF HeF HeF HeF HeF 

58 918-59 Fertil HeF HeF HeF HeF HeF HeF 

59 918-60 Fertil HeF HeF HoF HeF HeF HoF 

60 918-61 Fertil HoF HoF HoF HoF HoF HoF 

61 918-62 Fertil HeF HeF HeF HeF HeF HeF 

62 918-63 Fertil - - - - HoF - 

63 918-64 Fertil HeF HeF HeF HeF HeF HeF 

64 918-65 Fertil HeF HeF HeF HeF HeF HeF 

65 918-66 Kısır  - - - S S S 

66 918-67 Fertil HoF HoF HoF HoF HoF HoF 

67 918-68 Fertil HeF HeF HeF HeF HeF HeF 

68 918-69 Fertil HoF HoF HoF HoF HoF HoF 

69 918-71 Fertil HeF HeF HeF HeF HeF HeF 

70 918-72 Fertil HeF S HeF HeF HeF HeF 

71 918-73 Fertil HeF HeF HeF HoF HoF HoF 

72 918-74 Kısır HoF HoF HoF S S S 
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Çizelge 4.5. Fenotipik gözlem verileri ile GBS analizi ve erime eğrisi analizi 

sonuçlarının karşılaştırılması (Hef: Heterozigot fertil; Hof: Homozigot fertil; S: Erkek 

kısır; -: Çalışmayan reaksiyon) (devam) 

 

Bitki 

Sıra 

No. 

Örnek 

Adı 

Fenotipik 

Gözlem 

Sonuçları 

GBS Analizi Sonuçları Erime Eğrisi Analizi Sonuçları 

DcSNP_

3342931 

DcSNP_

4822988 

DcSNP_

6233708 

DcSNP_

3342931 

DcSNP_

4822988 

DcSNP_

6233708 

73 918-75 Fertil S S S HeF HeF HeF 

74 918-76 Fertil HeF HeF HeF HoF HoF HoF 

75 918-77 Fertil HoF HoF HoF HoF HoF HoF 

76 918-78 Fertil - - - HoF HoF HoF 

77 918-79 Fertil HoF HoF HoF HeF HeF HoF 

78 918-80 Kısır  HeF HeF HeF - S S 

79 918-81 Fertil S HeF HeF HeF HeF HoF 

80 918-82 Fertil HeF HeF HeF HoF HoF HoF 

81 918-83 Fertil HoF HoF HoF HeF HeF HeF 

82 918-84 Fertil HeF HeF HeF HeF HeF HeF 

83 918-85 Fertil HoF HeF HeF HoF HoF HeF 

84 918-86 Fertil HoF HoF HeF HeF HeF HeF 

85 918-87 Fertil HeF HeF HeF HeF HeF HeF 

86 918-88 Fertil HeF HeF HeF HoF HoF HoF 

87 918-89 Fertil HoF HoF HoF HoF HoF HoF 

88 918-90 Fertil HeF HeF HeF HoF HeF HeF 

89 918-91 Fertil HoF HoF HoF HoF HoF HoF 

90 918-92 Fertil HeF HeF HeF HeF HeF HeF 

91 918-93 Fertil HeF HeF HeF HeF HeF HeF 

92 918-94 Fertil HoF HoF HeF HoF HoF HeF 

93 918-95 Fertil HeF HeF HeF HeF HeF HeF 

94 918-96 Fertil HeF HeF HeF HeF HeF HeF 

95 918-97 Kısır S S S S S S 

96 918-98 Fertil HeF HoF HoF - - - 

 

Erkek kısırlık karakterinin açılım gösterdiği F2 popülasyonuna ait fenotipik gözlemler, 

GBS analizi  ve erime eğrisi analizlerinden elde edilen veriler ile yapılan ki-kare testi 

sonuçları Çizelge 4.6’da verilmiştir.    
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GBS analizi ve erime eğrisi analizleri sonucunda SNP moleküler işaretleyicilerinin 

fenotipik olarak 3:1 oranında açılım gösterdiği görülmektedir. Bunun yanı sıra, SNP 

moleküler işaretleyicilerin genotipik olarak 1:2:1 oranında açılım gösterdikleri ve bu 

açılım oranına ait ki-kare testi p değerlerinin 0,10-0,88 arasında değiştiği tespit 

edilmiştir. 

  

Çizelge 4.6. F2 açılım popülasyonuna ait fenotipik gözlem, GBS analizi ve erime eğrisi 

verileri ile yapılan ki-kare testi sonuçları 

 

Analizler 
SNP moleküler 

işaretleyicileri 

Heterozigot 

Fertil Bitki 

Sayısı 

Homozigot 

Fertil Bitki 

Sayısı 

 

Toplam 

Fertil 

Bitki 

Sayısı 

 

Erkek 

Kısır 

Bitki 

Sayısı 

X2 

testi 

p-

değeri 

(3:1) 

X2 

testi 

p-

değeri 

(1:2:1) 

Fenotipik 

Gözlem 
- 

- - 
77 19 0,24 - 

GBS 

Analizi 

DcSNP_3342931 27 48 75 17 - 0,30 

DcSNP_4822988 25 50 75 17 - 0,39 

DcSNP_6233708 25 49 74 18 - 0,47 

Erime 

Eğrisi 

Analizleri 

DcSNP_3342931 31 43 74 17 - 0,31 

DcSNP_4822988 27 48 75 18 - 0,88 

DcSNP_6233708 26 47 73 18 - 0,88 

 

4.9. Genetik Bağlantı Haritasının Oluşturulması 

 

Eş zamanlı PZR simple probe analizi sonucunda elde edilen erime eğrileri kullanılarak 

yeniden genetik bağlantı haritası oluşturulmuştur (Şekil 4.11). İlişkilendirme 

haritalaması sonucunda Rf1 geni ile ilişkili olduğu tespit edilen 3 adet SNP moleküler 

işaretleyicisi (DcSNP_3342931, DcSNP_4822988, DcSNP_6233708) kullanılarak 

oluşturulan genetik haritanın uzunluğu 7,3 cM’dır. Ortalama moleküler işaretleyici 

yoğunluğu ise 2,43 cM/SNP olarak hesaplanmıştır. Rf1 geni ile DcSNP_6233708 SNP 

moleküler işaretleyicisi arasındaki uzaklık 2,4 cM olarak belirlenmiştir. Diğer 2 SNP 

moleküler işaretleyicisi, DcSNP_3342931, DcSNP_4822988, Rf1 genin diğer tarafında 

yer almaktadır ve DcSNP_4822988 ve DcSNP_3342931 SNP moleküler 

işaretleyicilerinin Rf1 genine olan uzaklıkları sırasıyla 1,7 cM ve 4,9 cM; olarak tespit 

edilmiştir.   
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Şekil 4.11. Rf1 geni ile bağlantılı SNP moleküler işaretleyiciler ile oluşturulan genetik 

bağlantı haritası. (Barın solundaki rakamlar cM olarak genetik mesafeyi göstermektedir; 

SNP moleküler işaretleyicilerinin isimleri barın sağında yer almıştır.) 
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5. TARTIŞMA VE SONUÇ 

Geleneksel ıslah yöntemleri ile yapılan seleksiyon uzun yıllar sürmekte ve yüksek iş 

gücü ve maliyet gerektirmektedir. Moleküler işaretleyiciler kullanılarak yapılan 

seleksiyon, geleneksel ıslah çalışmalarına hız kazandırmaktadır. Günümüz modern 

moleküler ıslah çalışmalarında kullanılabilecek çok sayıda moleküler işaretleyiciye 

ihtiyaç duyulmaktadır. Son yıllarda SNP moleküler işaretleyicileri yüksek polimorfizme 

sahip, eş baskın ve yüksek düzeyde bilgi verici olmaları nedeniyle önem kazanmıştır 

(Beissinger ve ark. 2013).  

Bitki ıslahı ve genetiği çalışmalarında, yeni nesil DNA dizileme tekniklerinden biri olan 

GBS (Genotyping by sequencing) yönteminin kullanımı ile onbinlerce SNP moleküler 

işaretleyicisi çok kısa bir sürede belirlenebilmektedir (Sonah ve ark. 2013). GBS 

yöntemi düşük maliyetli bir sistem olarak kullanılabilir hale gelmiştir ve moleküler ıslah 

çalışmalarındaki önemi de giderek artmaktadır. 

Ülkemiz tarımında kışlık sebzeler içerisinde önemli bir yere sahip olan havuç, hibrit 

çeşitler kullanılarak üretimi yapılan bir sebze türüdür. Hibrit havuç tohumluğu 

üretiminde erkek kısırlıktan faydalanılmaktadır. Havuç bitkisinde erkek kısırlığa neden 

olan genin moleküler işaretleyiciler kullanılarak belirlenmesi, hibrit havuç tohumu 

üretiminde ihtiyaç duyulan erkek kısır ıslah hatların belirlenmesini önemli ölçüde 

hızlandıracak, ihtiyaç duyulan işgücünü azaltacak ve maliyetleri düşürecektir. Son 

yıllarda yapılan çalışmalarda, büyük oranda hibrit tohum kullanılarak üretimi yapılan 

türlerde daha çok Rf genlerinin haritalanması üzerine çalışılmıştır. Özellikle soğanda 

(Gökçe ve ark. 2002,  Bang ve ark. 2011) ve ayçiçeğinde (Yue ve ark. 2010) Rf 

genlerinin genetik haritası moleküler işaretleyiciler kullanılarak çıkartılmıştır.   

Havuçta bugüne kadar izoenzimler, RAPD, AFLP ve SSR gibi farklı moleküler 

işaretleyiciler kullanılarak çeşitli genetik haritalama çalışmaları yapılmıştır (Schulz ve 

ark. 1994, Westphal ve Wricke 1997, Cavagnaro ve ark. 2011, Santos ve Simon 2004). 

Ancak; Ellison ve ark. (2017) havuç bitkisine ait GBS temelli ilk genetik haritayı 

yapmışlardır. Bundan sonra Sarcan (2018) tarafından gerçekleştirilen yüksek lisans tez 
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çalışmasında; 94 adet F2 bitkisiden elde edilen veriler ile, 1 464 adet SNP moleküler 

işaretleyicisi tespit edilmiş ve 13 adet bağlantı grubu bulunmuştur. 

 Havucun diploid genoma sahip oluşu (2n=2x=18) ve 473 mega baz çiftinden oluşması 

nedeniyle havuç bitkisi GBS analizi için uygun bir tür olduğu belirtilmiştir (Iorizzo ve 

ark. 2011). Havuç genomunda SNP moleküler işaretleyicilerinin tespit edilmesine 

yönelik olarak yapılan sınırlı sayıda çalışma bulunmaktadır (Oraguzie ve ark. 2007, 

Yıldız 2009, Cavagnaro ve ark. 2014). 

Yapılan bu tez çalışması kapsamında, erkek kısırlık karakterinin 3:1 oranında açılım 

gösterdiği tespit edilen 96 adet bitkiden oluşan F2 popülasyonunda, GBS yöntemi 

kullanılarak 10 425 adet SNP moleküler işaretleyicisi belirlenmiştir. Havuçta erkek 

kısırlık özelliği ile bağlantılı olduğu belirlenen bu SNP moleküler işaretleyicilerin 

havucun kromozomları üzerindeki dağılımı ilişkilendirme haritalaması sonucunda 

ortaya konulmuştur. Buna göre; erkek kısırlık özelliği ile ilişkili Rf1 geninin havucun 9. 

kromozomu üzerinde yer aldığı tespit edilmiştir. Havucun 9. Kromozomu üzerinde 

bulunan SNP moleküler işaretleyiciler kullanılarak genetik bağlantı haritası 

oluşturulmuştur. Genetik haritalama analizi de Rf1 geninin havucun 9. Kromozomun 

başında yer aldığını göstermiştir. Hem ilişkilendirme haritalaması hem de genetik 

bağlantı haritası sonuçları kullanılarak erkek kısırlık özelliğini kontrol eden Rf1 

lokusuna en yakın olan 5 adet SNP moleküler işaretleyicisi (DcSNP_3342931, 

DcSNP_3992596, DcSNP_4822988, DcSNP_6233708, DcSNP_6379153) seçilmiştir. 

Tespit edilen SNP’lerinin doğrulama analizleri, eş zamanlı PZR reaksiyonunun 

hibridizasyon temelli özgül belirleme yöntemlerinden biri olan simple probe tekniği 

kullanılarak yapılmıştır. Eş zamanlı PZR simple probe reaksiyonunun sonucunda erime 

eğrisi analizleri yapılarak, başarılı olarak çalıştığı tespit edilen DcSNP_3342931, 

DcSNP_4822988, DcSNP_6233708 SNP moleküler işaretleyicileri ile popülasyondaki 

bireylerin ayrı ayrı genotiplemeleri  yapılmıştır. Böylece, tüm genotiplerin homozigot 

fertil (Rf1Rf1), heterozigot fertil (Rf1rf1) ve erkek kısır (rf1rf1) olma durumları tespit 

edilmiştir. 

GBS analizleri ve eş zamanlı PZR simple probe yöntemi ile elde edilen genotipik 

veriler, F2 popülasyonun çiçek yapılarının gözlenmesi ile elde edilen fenotipik veriler 
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ile karşılaştırılmıştır. Fenotipik gözlem sonuçları ile GBS yöntemi sonuçlarının 

uyumunun yaklaşık %90 olması, GBS yönteminin havuç genomundaki SNP moleküler 

işaretleyicilerin keşfinde verimli bir şekilde kullanılabileceğini vurgulamıştır. 

GBS yöntemi ile eş zamanlı PZR simple probe yöntemi sonuçları karşılaştırıldığında; 

bitkilere ait genotipik farklılıklar olabildiği görülmüştür. Bu çalışma kapsamında, eş 

zamanlı PZR simple probe yöntemi sonuçları fenotipik gözlem sonuçlarını %97,9 

oranında doğrulamıştır. GBS yönteminin amacı, yüksek yoğunlukta çok sayıda 

moleküler işaretleyiciyi aynı anda ve hızlı bir şekilde tespit etmektir. Bu çalışmanın 

sonucunda, elde edilen %90 oranındaki uyum GBS analizlerinin başarısını ortaya 

koymuştur. Ancak, aynı anda yapılan yüksek yoğunluktaki hassas okumalar ile bazen 

genotiplemelerde hatalar ortaya çıkabilmektedir. Bu nedenle, GBS yöntemi ile 

kaynaklanabilen genotipleme temelli hataları ortadan kaldırmak amacıyla, eş zamanlı 

PZR simple probe yöntemi ile doğrulama yapılması gerektiği ortaya çıkmıştır. Bu 

çalışma ile eş zamanlı PZR simple probe analizlerinin GBS yöntemi ile elde edilen 

genotipik verilerin doğrulanmasında güvenilir bir şekilde kullanılabileceği ortaya 

konmuştur. Ayrıca, bu çalışma ile havuçta erkek kısırlık karakteri ile bağlantılı SNP 

moleküler işaretleyicilerin keşfi başarılı bir şekilde yapılmıştır. 

Son olarak, GBS yöntemi ile belirlenen SNP’lerin, eş zamanlı PZR simple probe 

yöntemi ile doğrulanmasının ardından, elde edilen veriler ile genetik bağlantı haritası 

oluşturulmuştur. Havucun 9. kromozomu üzerinde bulunan DcSNP_3342931, 

DcSNP_4822988, DcSNP_6233708 SNP moleküler işaretleyicilerinin Rf1 genine olan 

uzaklıkları incelendiğinde; Rf1 genine en yakın uzaklıkta olan SNP moleküler 

işaretleyicisinin DcSNP_4822988 olduğu tespit edilmiştir. Çalışma sonucunda tespit 

edilen bu genetik harita, erkek kısırlık özelliği kullanılarak yapılacak bundan sonraki 

moleküler seleksiyon çalışmalarında kullanılabilir niteliktedir. Belirlenen bu SNP 

moleküler işaretleyicileri havuç ıslahında kullanılabilecek niteliktedir. 

Bu doktora tez çalışması, havuç bitkisinde GBS temelli SNP moleküler işaretleyicilerin 

eş zamanlı PZR simple probe yöntemi ile doğrulanması açısından tespit edilebilen ilk 

çalışma olması nedeniyle  önem taşımaktadır.  
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Yapılan bu tez çalımasından elde edilen sonuçlar kullanılarak, henüz fide aşamasında 

alınan yaprak örnekleri ile erkek kısırlık genini taşıyan bitkiler bu çalışma kapsamında 

belirlenen moleküler işaretleyiciler kullanılarak tespit edilebilecek, hibrit havuç ıslahı 

çalışmalarında zaman ve işgücü kaybı en aza indirilecektir. Çünkü geleneksel ıslah 

yöntemleri kullanılarak hibrit havuç tohum üretiminde kullanılan erkek kısır hatların 

belirlenebilmesi iki yıl sürerken; bu süreç, SNP moleküler işaretleyiciler yardımı ile 

yapılan seleksiyon ile (MAS) bir ay gibi kısa bir süre içerisinde tamamlanabilecektir. 

Böylece, ülkemizdeki yerel çeşitlerimizin hibrit çeşitlere dönüştürülmesi teşvik edilecek 

ve süreç hızlanacaktır. Bu araştırma, ülkemizin hibrit havuç tohumu tedarikinde 

yurtdışına bağımlılığı ile ilgili probleme nitelikli çözüm getirebilecek özgün değerde 

sonuçlar ortaya koymuştur. 

Havuç bitkisinde erkek kısırlık karakterini kontrol eden Rf1 geninin havuç 

genomundaki yerinin tesit edilmesi, hibrit havuç tohumu üretiminde ihtiyaç duyulan 

popülasyonların elde edilmesinde kullanılabilecektir. Bu araştırma ile ilgili bundan 

sonraki yapılacak çalışmaların başında, erkek kısırlık karakterinin açılım gösterdiği yeni 

popülasyonların oluşturulması ve bu çalışmadan elde edilen moleküler işaretleyicilerin 

bu popülasyonlarda da denenmesi gelmektedir. Ayrıca, bağımsız olarak geliştirilen 

başka havuç popülasyonlarında da çalışmalar yapılmalıdır. Buna ek olarak, havuç 

genomunda 9. kromozomda olduğu belirlenen Rf1 geninin klonlanması ile ilgili 

çalışamalar da yapılabilecektir. Havuç genomunda erkek kısırlığa neden olan başka gen 

veya genlerin var olup olmadığı da araştırılabilecek konular arasındadır.  
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