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Doktora Tezi

HAVUC (Daucus carota L.) BITKISINDE Rf LOKUSU iLE BAGLANTILI SNP
MOLEKULER ISARETLEYICILERIN GBS YONTEMI KULLANILARAK
BELIRLENMESI VE DOGRULANMASI

Sevin TEOMAN DURAN

Bursa Uludag Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Bahce Bitkileri Anabilim Dali

Danisman: Prof.Dr. Ahmet IPEK

Bu ¢alismada, havug bitkisinde erkek kisirligi kontrol eden Rf (Restorers of fertility)
lokusu ile baglantili SNP molekiiler isaretleyicilerin GBS (Genotyping by sequencing)
yontemi kullanilarak tespit edilmesi ve es zamanli PZR simple probe yontemi ile
dogrulanmasi amaglanmistir. Bu amaca yonelik olarak erkek kisirlik karakterinin 3:1
oraninda acilim gosterdigi 96 adet bitkiden olusan F2 haritalama popiilasyonu
olusturulmustur. 96 adet bitkiden elde edilen DNA 6rnekleri ile GBS analizi yapilmis ve
10 425 adet SNP molekiiler isaretleyicisi tespit edilmistir. Bu SNP molekiiler
isaretleyicileri kullanilarak olusturulan iliskilendirme haritalamas1 ile Rfl geninin
havucun 9. kromozomu iizerinde bulundugu tespit edilmistir. Havucun 9. Kromozom
tizerinde yer alan SNP molekiiler isaretleyiciler kullanilarak olusturulan genetik baglanti
haritast Rf1l geninin yerini dogrulamigtir. Buna gore; Rfl genine yakin oldugu tespit
edilen tic adet SNP molekiiler isaretleyicisi (DcSNP 3342931, DcSNP 4822988 ve
DcSNP_6233708) belirlenmistir.

Tespit edilen SNP molekiiler isaretleyicilerinin (DcSNP 3342931, DcSNP_ 4822988 ve
DcSNP_6233708) dogrulanmasinda, es zamanli PZR simple probe yontemi sonucunda
olusturulan erime egrisi (melting curve) analizleri kullanilmigtir. Erime egrisi analizleri
ile; popiilasyondaki tiim bireylerin homozigot fertil (Rf1Rf1), heterozigot fertil (Rf1rfl)
ve erkek kisir (rflrfl) olma durumlari ayr1 ayri tespit edilmistir. Fenotipik gozlem
verileri ve GBS analizi sonuglari, erime egrisi analizi sonuglart ile karsilastirilmais;
simple probe yonteminin fenotipik gozlem verilerini %97,9 oraninda dogruladig: tespit
edilmistir.

Sonug olarak; havug bitkisinde erkek kisirlik karakterini kontrol eden Rfl geninin havug
genomundaki yerinin tespit edilmesi ve Rfl geni ile baglantili oldugu belirlenen
DcSNP 3342931, DcSNP 4822988 ve  DcSNP_ 6233708 SNP  molekiiler
isaretleyicilerinin belirlenmesi hibrit havug gesitlerinin gelistirilmesini hizlandiracaktir.
Ulkemizdeki yerel standart havug gesitlerinin hibrit cesitlere doniistiiriilmesine yardimci
olacaktir. Yerel hibrit havug ¢esitlerinin gelistirilmesi yurtdisina 6denen déviz kaybinin
Oniine gecerek iilkemiz ekonomisine katkida bulunacaktir.

Anahtar Kelimeler: Havug, erkek kisirlik, Rf genleri, hibrit tohum {iretimi, GBS, SNP,
simple probe
2019, viii + 66 sayfa.



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 IPEK

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 (Rfirfl) and male sterile (rflrfl). 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 Rf1l 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. GIRIS

Havu¢ (Daucus carota L.) Apiaceae familyasinda yer alan iki yillik otsu bir sebze
turtidiir. Serin iklim sebzesi olan havug, kokleri tiiketilen sebzeler grubunda yer
almaktadir. Diinya’da  yetistirilen havuclar  icerdikleri  pigmentlere  gore
smiflandirilmaktadirlar. B-karoten iceren havuglar turuncu; antosiyanin igeren havuglar
mor; likopen igeren havuglar kirmizi; ksantofil iceren havuglar sar1 ve pigmet igermeyen
havuglar beyaz renktedir (Laferriere ve Gabelman 1968, Umiel ve Gabelman 1972,
Buishand ve Gabelman 1980).

Diinya’da yetistiriciligi yapilan tiim havuglarin anavataninin Orta Asya oldugu
bilinmektedir (lorizzo ve ark. 2013). Dogu kokenli oldugu kabul edilen sar1 ve mor
renkli olan havuglarin anavataninin dzellikle Afganistan ve Ozbekistan’1 igerisine alan
bolge oldugu kabul edilmektedir (Brothwell ve Borthwell 1969, Heywood 1983).
Turuncu, kirmiz1 ve beyaz renkli havuglarin ise Anadolu (Tiirkiye) ve ¢evresinden tiim

diinyaya yayildigi bilinmektedir (Stolarczyk ve Janick 2011).

Havug kiiltiir sebzeleri arasinda insan sagligi ve beslenmesinde 6nemli rol oynayan
fitokimyasallar1 igeren bir tiirdiir. A vitaminin 6n maddesi olan a ve B-karoten igeren
turuncu renkli havuglar; antosiyanin i¢eren mor renkli havuglar; lutein iceren sar1 renkli
havuglar, likopen iceren kirmizi renkli havuclar igerdikleri bu pigmentler sayesinde
onemli bir antioksidan kaynagidir (Silva Dias 2014). Havuglarin rengine bagli olarak
icerdikleri antioksidan miktarlarinin da degiskenlik gosterdigi bilinmektedir (Sun ve
ark. 2009). Havug ayrica fenolik ve biyoaktif bilesikler, flavanoidler ve vitaminler
acisindan da oldukga zengin bir sebze tiirtidiir. Havug besleyicilik 6zelligi bakimindan
farkli 39 adet kiiltiir sebze ve meyveleri ile kiyaslandiginda 10. Sirada gelmektedir
(Acharya ve ark. 2008). Karotenoidlerce zengin olan havucun bazi kanser tiirlerinin,
kalp-damar hastaliklarinin, katarakt ve gérme bozuklugu gibi hastaliklarin goriilme
sikligimi azalttigi ve bagisiklik sistemini giiglendirdigi bilinmektedir (Shebaby ve ark.
2013).



Havug Diinya’da ve Tiirkiye’de genis alanlarda {iretimi yapilan, ekonomik 6neme sahip
bir sebzedir. Birlesmis Milletler Gida ve Tarim Orgiitii (FAO) 2017 yil1 verilerine gore;
Diinya’da 1 147 155 ha alanda 42 831 958 ton havug iiretimi yapilmaktadir. Diinya’daki
en onemli havug iireticisi olan ilk bes iilke sirasiyla Cin (20 274 393 ton), Ozbekistan (2
249 733 ton), Rusya (1 805 787 ton), Amerika Birlesik Devletleri (1 540 280 ton) ve
Birlesik Krallik (957 036 ton)’tir. Tiirkiye diinyada havug liretimi yapan filkeler

arasinda 9. sirada yer almaktadir (Anonim 2017a).

Tiirkiye Istatistik Kurumu (TUIK) 2018 yil1 verilerine gore; iilkemizde 123 478 dekarlik
alanda 642.837 ton havug iiretimi yapilmaktadir. Ulkemiz havug iiretiminde 6n planda
olan illerimiz Konya (424 636 ton), Ankara (132 890 ton) ve Hatay (58 190 ton)’dur.
Konya ili, lilkemizde iiretilen havucun %66,2’sini karsilayarak havug iiretiminde 6n

plana ¢ikan ilimiz olmustur (Anonim 2018).

Diinya’da ve iilkemizde en ¢ok iiretilen havuglarin ¢cogu turuncu renklidir. Ulkemizde
genellikle 10-20 cm uzunlugunda uglar kiit ve silindirik yapiya sahip diinyada ‘Nantes’
olarak bilinen turuncu havuglar yetistirilmektedir (Rubatzky ve ark. 1999). Uretilen
turuncu renkli havuclar taze olarak tiiketilmek veya yemeklerde kullanilmak {izere i¢
pazarda satilmaktadir. Ayrica, konservelerde, tatli yapiminda da kullanilmaktadir.
Bunun yanisira, lilkemizde mor havug yetistiriciligi de giderek artmaya baslamistir.
Ozellikle Konya ilinin Eregli ilgesi basta olmak iizere, iiretim Anadolu’nun baska
bolgelerinde de yaygin hale gelmektedir. Eregli ilgesinde yetistirilen mor renkli
havuglar “Eregli siyah havucu” olarak patentlenmistir ve antosiyanin ekstraksiyonunda
kullanilmaktadir. Mor havuglardan elde edilen antosiyanin gida ve kozmetik
sanayisinde renklendirici olarak degerlendirilmektedir ve buradan Avrupa ve Uzak
Dogu iilkelerine ihracat edilmektedir. Uretilen mor havuclarin %80’inden fazlasi salgam
suyu ve meyve konsantresi yapiminda kullanilmaktadir ve {iriinlerin ihracat potansiyeli

yiiksek olmaktadir (Anonim 2019).

Havu¢ Diinya’da ve iilkemizde hibrit gesitler kullanilarak iiretilmektedir. Ancak,
iilkemizde yerli hibrit havug tohumlugu bulunmamaktadir. Tiirkiye Istatistik Kurumu
2017 verilerine gore 27 069 kg ton havug tohumu ithal edilmis olup, 3 793 055 ABD



Dolar1 6denmistir. Havug tohumlugu i¢in 6dedigimiz doviz serin iklim sebze tiirleri igin

ilk sirada yer almaktadir (Anonim 2017b).

Havug tretiminde hibrit ¢esit kullanilmasinin amaci; renk, sekil, biiyiiklik ve tat
bakimindan homojen {iretimin yapilabilmesine olanak vermesidir. Yiiksek oranda
yabanci tozlanma gosteren havug gibi sebze tiirlerinde hibrit tohumlarin iiretilmesinde
zorluklar yaganmaktadir. Bu nedenle, hibrit havu¢ tohumu iiretiminde erkek kisirliktan
faydalanilmaktadir (Welch ve Grimbal 1947, Banga ve ark. 1964). Kalitsal olan erkek
kisirlik olusumu, ya kromozomlar iizerindeki bazi genler ya da sitoplazmanin kalitsal
mekanizmasi tarafindan kontrol edilmektedir (Budar ve Pelletier 2001). Erkek kisirlik,
genetik erkek kisirligi, sitoplazmik erkek kisirligi ve sitoplazmik genetik erkek ti¢ farkli
gruba ayrilmaktadir. Havucta bulunan erkek kisirlik tipi sitoplazmik genetik erkek
kisirliktir. Bu sistemde, hem hiicre ¢ekirdegi hem de sitoplazmada bulunan genler erkek
kisirligr kontrol etmektedir. Sitoplazmik genetik erkek kisirlik, sitoplazmada bulunan
genlerin ¢ekinik (rfrf), sitoplazmanin ise S tipi olmast durumunda olugmaktadir (Gulyas
ve ark. 2006). Sitoplazmik genetik erkek kisirlik sisteminin hibrit tohum iiretiminde
uygulanabilmesi i¢in ana hat, idameci hat ve baba hat olmak lizere ii¢ farkli hattin
gelistirilmesi gerekmektedir. Havucta erkek kisir olan ana hatlarin ¢ogaltilmasi i¢in

idameci hatlarin gelistirilmesi zorunludur (Shigyo ve Kik 2008).

Geleneksel 1slah yontemleri kullanarak bir havu¢ populasyonunda hiicre ¢ekirdeginde
erkek kisirligi kontrol eden “Restorer of fertility” geninin ¢ekinik allelinin (rf) var olup
olmadigini tespit etmek, en az iki yil siirmektedir. Ancak havugta baskin (Rf) ile ¢ekinik
(rf )allelinin birbirinden ayirabilecek molekiiler isaretleyicilerin gelistirilmesi ile bu siire
yar1 yartya kisaltilabilmektedir. Son yillarda, sitoplazmik genetik erkek kisirlik ile ilgili
yapilmis molekiiler ¢aligmalarda Nakajima ve ark. (1999) petaloid sitoplazmay1 fertil
sitoplazmadan ayiran 6 adet mitokondrial STS (Sequence tagged site) markiri; Bach ve
ark. (2002) kasir petaloid stoplazmayi fertil sitoplazmadan ayirmak igin PZR’a dayali 14
adet markir gelistirmislerdir. Celik (2014) tarafindan gerceklestirilen yiiksek lisans tez
projesi kapsaminda, Rf lokusu ile baglantili 2 adet AFLP (amplified fragment length
polymorphism; ¢ogaltilmig par¢a uzunlugu polimorfizmi) molekiiler isaretleyicisi tespit

edilmis ve AFLP molekiiler isaretleyicilerinin niikleotid dizileri belirlenmistir.



Son yillarda, yeni nesil molekiiler isaretleyicilerden SNP (Single Nucleotide
Polymorphism; tek niikleotid polimorfizmi) molekiiler isaretleyicilerinin devreye
girmesi ile diger molekiiler isaretleyiciler ile aragtirilmasi sinirli olan genomlar {izerinde

calisilabilmektedir (Lombardi ve ark. 2014).

Bugiine kadar erkek kisirligin bitki tiirlerinde tanimlanmasi ve erkek kisir ile erkek fertil
bitkilerin birbirinden ayrilmasinda SNP molekiiler isaretleyicilerin kullanilmasina
yonelik, celtikte (Song ve ark. 2016) pamukta (Feng ve ark. 2015); soganda (Cho ve
ark. 2006) ve sorgumda (Ongom ve ark. 2016) yapilmis caligmalar bulunmaktadir
(Akter ve ark. 2016). Havu¢ genomunda SNP molekiiler isaretleyicilerinin tespit
edilmesine yonelik olarak yapilan sinirli sayida ¢alisma bulunmaktadir (Oraguzie ve

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

Yeni nesil DNA dizileme teknolojileri kullanilarak yapilan tek bir PZR reaksiyonu ile
yiiz milyarlarca bazin ayni anda dizilenmesi birkag¢ giin i¢erisinde gergeklestirilmektedir
(Deschamps ve Campbell 2010, Deschams ve ark. 2012). Yeni nesil DNA dizileme
teknolojilerine dayali genotipleme yontemlerinden biri olana genoyping by sequencing
(GBS) yontemi kullanilarak bitkilerde genotipleme ¢alismalari ¢ok daha hizli bir sekilde
yapilabilmektedir (Elshire 2011, Chung ve ark. 2017, Scheben ve ark. 2017). Bugiine
kadar havugta F2 populasyonlart kullanilarak AFLP, RFLP (restriction fragment length
polymorphism; sinirli par¢ca uzunluklart polimorfizmi), izoenzim, RAPD (random
amplified polymorphic DNA; rastgele ¢cogaltilmis DNA polimorfizmi), CAPS (cleaved
amplified polymorphic sequences; boliinerek ¢ogaltilmis polimorfik diziler) ve SCAR
(sequence characterized amplified region; sekansi belirlenmis g¢ogaltilmis bolgeler)
molekiiler isaretleyicileri kullanilarak genetik haritalar olusturulmustur (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 molekiiler
isaretleyicileri kullanilarak havucta yapilan genetik haritalama calismalari smirh

sayidadir (Ellison ve ark 2017, Sarcan 2018).

Es zamanli PZR (Real Time PCR) niikleik asit ¢ogaltilmasiyla es zamanli olarak artis
gosteren floresan sinyalin ol¢iilmesine dayali kisa siirede kantitatif sonug veren bir PZR

yontemidir (Glinel 2007). Giiniimiizde molekiiler biyolojinin farkli alanlarinda, GBS



yontemi ile belirlenen SNP molekiiler isaretleyicilerin dogruluk tespitleri es zamanl
PZR simple probe yontemi kullanilarak yapilabilmektedir (Nie ve ark. 2011, Liu ve ark.
2016, Kwonga ve ark. 2018).

Bu tez calismasinda, havug¢ bitkisinde erkek kisirligi kontrol eden Rf lokusu ile
baglantili olan SNP molekiiler igaretleyicilerin GBS yontemi kullanilarak tespit edilmesi
ve belirlenen SNP molekiiler isaretleyicilerinin Simple Probe yontemi ile dogrulanmasi

amagclanmistir.



2. KURAMSAL TEMELLER VE KAYNAK ARASTIRMASI

Bu boliimde, havugta sitoplazmik genetik erkek kisirligi, SNP  molekiiler
isaretleyicilerinin kullanimi, GBS yontemi, genetik haritalama ¢aligsmalar1 ve es zamanli
PZR konular ile ilgili agiklamalar ile yerli ve yabanci kaynaklarda yer alan ¢aligsmalara

yer verilmistir.

2.1. Havucta Sitoplazmik Genetik Erkek Kisirhig:

Havug, birinci yil vegetatif organlar ikinci yil generatif organlari olusan iki yillik
kokleri tiiketilen otsu bir sebze tiiriidiir (Giinay 2005). Apiaceae familyasinda yer alan
havucun c¢icek yapisi, kiiciik semsiyelerin dizilerek biiylik bir semsiye seklini almasiyla
olugmaktadir. Havug ¢igekleri erselik yapida olup; 5 adet ¢anak yaprak, 5 adet tag
yaprak, 5 adet erkek organ ve iki karpelli 1 adet disi organdan olusmaktadir. Cicekleri
erselik yapidadirlar. Havug c¢igekleri protandri gostermektedir ve bu nedenle havucta
yilksek oranda yabanci tozlanma goriilmektedir. Ayrica, cicek kiimesi i¢indeki
ciceklerin hepsi ayn1 anda olgunlasmadig i¢in ayni ¢igek kiimesi i¢inde yer alan farkl
cicekler veya farkli ¢icek kiimelerinde bulunan c¢igekler birbirini tozlayabildigi i¢in

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

Gilinlimiizde sebze yetistiriciliginde hibrit tohum kullanimi yayginlagmakta ve
iilkemizde %90’lara varan oranlarda hibrit ¢esitler kullanilarak havug iiretimi
yapilmaktadir. Havug gibi yiiksek oranda yabanci tozlanma gosteren sebze tiirlerinde
hibrit tohumlarin iiretilmesinde zorluklar yasanmaktadir. Cicek yapilarinin kiiclik
olmasi1 ve ¢ok sayida ¢igegin semsiye seklinde bir arada bulunmasi ile olusan ¢igeklerde
emaskiilasyon yaparak hibrit tohum {iretmek pratik ya da ekonomik olarak miimkiin
olmamaktadir. Ayn1 zamanda bu tiirlerde melezleme basina elde edilen tohum sayilar
az olmakta ve biiylik alanlarda hibrit tohum iiretiminin maliyeti artmaktadir (Tatlioglu
2008, Karaaga¢ ve Balkaya 2009). Bu nedenle, erkek kisirlik 6zelligi, hibrit tohum
ireticilerinin ve bitki 1slahg¢ilarinin en ¢ok aradigi 6zelliklerdendir (Hussain ve ark.

2018).

Bitkilerde erkek kisirligi, erkek organlarin hi¢ olusmamasi, veya erkek organlarin
fonksiyonel olmamasi sonucunda canl polenlerin olusmamasindan

kaynaklanabilmektedir (Kumar 2013).Bitkilerde erkek kisirhk olusumu ya



kromozomlar {iizerindeki bazi genler ya da sitoplazmanm kalitsal mekanizmasi
tarafindan kontrol edilmektedir (Budar ve Pelletier 2001). Bitkilerde goriilen erkek
kisirlik tipleri, genetik erkek kisirligi, sitoplazmik erkek kisirligi ve sitoplazmik genetik
erkek kisirligr olarak siniflandirilmaktadir. Genetik erkek kisirligi, resesif bir gen ¢ifti
tarafindan kontrol edilmektedir ve bu kisirilik tipinde sitoplazmanin etkisi yoktur.
Biber, sogan, domates gibi sebze tiirlerinde tespit edilmistir. Sitoplazmik erkek
kisirhginda ise erkek kisirlik sitoplazma tarafindan kontrol edilmektedir ve normal
stoplazma (N), kisirligt meydana getiren sitoplazma ise (S) ile gosterilmektedir. Bu
kisirlik tipinde ise hiicre c¢ekirdegindeki genlerin erkek kisirlik tizerine etkisi yoktur.
Yani sitoplazmik erkek kisirligin kalitim1 sadece ana bitkinin sitoplazmasindaki genler
tarafindan kontrol edilmektedir ve erkek fertil bitkilerle melezlendiginde sitoplazma
baba olarak ebeveynden aktariimadigindan olosan melez bitkilerde erkek kisir
olmaktadir. Giiniimiizde sitoplazmik erkek kisirlik bas lahana, brokoli, ¢in lahanasi, turp
ve sogan gibi vejetatif organlari tiiketilen sebzelerin hibrit tohumlarinin iretiminde

kullanilmaktadir (Kumar 2000).

Sitoplazmik genetik erkek kisirhigi sisteminde, hem ¢ekirdek hem de sitoplazmada
bulunan genlerin etkilesimi sonucunda erkek kisirligi olusmaktadir. Stoplazmik genetik
erkek kisirligi 150 nin {izerinde bitki tliriinde tespit edilmistir (Sofi ve ark. 2007). Sebze
tiirleri arasinda, biber, domates, sogan, havu¢ ve kirmizi pancarda tanimlanmistir.
Wolyn ve Chahal (1998) ‘Wisconsin’, ‘Cornell’ ve ‘Guelph’ petaloid sitoplazmalarini
kullanarak yaptiklar1 calismada c¢ekirdekte yer alan ve genetik kisirligi kontrol eden iki
adet ‘Rf ° (restorers of fertility) geni belirlemislerdir. Bu genlerden sadece birinin
dominant allelinin polen iretimi (normal ¢igekler) i¢in yeterli oldugunu tespit

etmislerdir.

Hibrit havu¢ tohumu iiretimi sitoplazmik genetik erkek kisirligi iizerine kurulmustur.
Havugta ‘kahverengi anter’ (brown anther) ve ‘petaloid’ tipi olmak tizere iki farkl
sitoplazmik genetik erkek kisirlik tanimlanmistir. Kahverengi anter’ sitoplazmik genetik
erkek kisirlik tipinde, anterler gelisememekte ve biiziilmiis kahverengi bir sekil
almaktadir. Bu tip erkek kisirlikta anterler normal olusmakta fakat polen gelisimi belli

bir asamada durmaktadir (Welch ve Grimbal 1947, Banga ve ark. 1964). Bu



sitoplazmik genetik erkek kisirlik tipi kiiltiiri yapilan bir¢ok havug ¢esidinde ve yabani
havug popiilasyonlarinda goriilmiistiir (Ronfort ve ark. 1995).

Diger sitoplazmik genetik erkek kisirlik tipinde ise erkek organlar tag yapraklara
(petale) benzeyen yapilara doniistiigii i¢in ‘petaloid’ ismi verilmistir (Sekil 2.1; Sekil
2.2) (Struckmeyer ve Simon 1986). Bu sitoplazmik genetik erkek kisirlik tipinde
anterler hi¢ olusmamaktadir ve dolayisiyla polen iiretimi olmamaktadir. Giiniimiizde
‘Wisconsin’, ‘Cornell” ve ‘Guelph’ olmak tizere 3 farkli kaynaktan petaloid sitoplazma
tamimlanmstir (Morelock ve ark. 1996, Wolyn ve Chahal 1998, Nothnagel ve ark.
2000). Bu sitoplazmik genetik erkek kisirligi tipinde erkek kisir havug ¢igekleri normal
ciceklerden daha kolay ayirt edilebildigi i¢in glinimiizde hibrit havu¢ tohumlarinin
cogu petaloid tipi sitoplazmik genetik erkek kisirlik kullanilarak {iretilmektedir.
Gilinlimiizde diinyadaki hibrit havuc cesitlerinin  %70’1 ve Amerika Birlesik
Devletleri’'ndeki havug cesitlerinin %90°1 petaloid erkek kisirlik sistemi kullanilarak
uretilmektedir. Geriye kalan cesitlerin iiretiminde ise kahverengi anter erkek kisirligi

kullanilmaktadir (Havey 2004).

Petaloid tipi sitoplazmik genetik erkek kisirlik sistemine gore; havug bitkilerinin erkek
kisir olmast i¢in sitoplazmasinin kisir olmasi (S sitoplazma) ve hiicre ¢ekirdegindeki Rf
genlerinin her ikisinin de homozigot ¢ekinik olmasi1 gerekmektedir. Buna gore erkek
kisir hatlarin genotipi S-rflrflrf2rf2 olmalidir. Buna karsin sitoplazmasi normal olan
havuclar (N sitoplazma) hiicre cekirdegindeki genler ne olursa olsun erkek fertil
olmaktadir. Kisir sitoplazmaya sahip olan (S sitoplazma) havug bitkilerinin erkek fertil
olmasi i¢in hiicre ¢ekirdeginde bulunan sitoplazmik genetik erkek kisirligi kontrol eden
‘Rf” genlerinden en az birinin allelinin dominant olmas1 gerekmektedir. Buna gore; S-
RfLrflrf2rf2 veya S-rflrflRf2rf2 genotipine sahip havug bitkileri erkek fertil olacaktir
(Wolyn ve Chahal 1998).

Hibrit havug tohumu erkek kisir ana hatlar ile normal ¢igeklere sahip fertil baba hatlarin
izole edilmis bir alanda melezlenmesi ile elde edilmektedir. Hibrit havu¢ tohumu
tiretiminde sitoplazmik-genetik erkek kisirligi mekanizmasinin uygulanmasi i¢in 1slah
programinda ii¢ ana hattin bulunmasi gerekmektedir. Hibrit tohum {iretimi yapabilmek

i¢in erkek kisir olan ana hatlarin (disi ebeveyn) (S, rfrf) biiyiik miktarlarda ¢ogaltilmasi



zorunludur. Tohumluk iiretiminde sadece bu bitkilerden tohum elde edilebilmektedir.
Ikinci hat idameci (N, rfrf) hattir. Idameci hatlar genetik olarak erkek kisir olan ana

hatlarin aynisidir fakat sitoplazmasi kisir sitoplazma degil, normal sitoplazmadir.

Sekil 2.1. A) erkek fertil ve B) Petaloid tipi erkek kisir havug ¢igeklerinin fotografi

A B

Sekil 2.2. A) Erkek fertil B) erkek kisir havug ¢igeklerin mikroskop altindaki
goruntiisu



Buna gore genelde erkek kisir ana hatlar ‘S-rflrflrf2rf2’ iken idameci hatlar ‘N-
‘rflrflrf2rf2’ genotipine sahip olmaktadir. Erkek kisir olan ana hatlar ¢ogaltilirken
idameci hatlar ile melezlenmekte ve bdylece erkek kisir ana hatlarin genotipi
degistirilmeden ¢ogaltilmis olmaktadir. Ugiincii hat (baba hat) ise erkek fertil olan hattir
ve ‘NRf1Rf1Rf2Rf2’ genotipine sahiptir (Sekil 2.3) (Gulyas ve ark. 2006, Shigyo ve Kik
2008).

Ana hat X Idameci hat

Srflrflrf2rf2 Nrflrflrf2rf2
(erkek kisir) (erkek fertil)
Ana hat X Baba hat
Srflrflrf2rf2 NRf1Rf1Rf2Rf2
(erkek kisir) (erkek fertil)

Ticari hibrit tohum
SRf1rf1Rf2rf2
(erkek fertil)

Sekil 2.3. Sitoplazmik genetik erkek kisirlik kullanilarak yapilan hibrit tohum tiretimi

2.2. Sitoplazmik Genetik Erkek Kisirhk Mekanizmasi ile Ilgili Yapilan Molekiiler
Cahismalar

Hibrit tohum {iretebilmek i¢in bir havug popiilasyonunda geleneksel 1slah yontemleri
kullanilarak rf allelinin var olup olmadigimi belirlemek en az iki yil stirmektedir.
Havugta baskin Rf ile ¢ekinik rf birbirinden ayirabilecek molekiiler isaretleyicilerin
gelistirilmesi, havug populasyonlarinin Rf lokusuna baglantili molekiiler isaretleyiciler
ile hizl1 bir sekilde taranmasi ile ¢ekinik rf allelinin var olup olmadigina var ise hangi
bitkide olduguna 1slahin ilk ayinda bakilabilecektir. Bu nedenle, molekiiler
isaretleyiciler kullanilarak yapilacak seleksiyon ile bu siirenin hizlandirilmasina yonelik

calismalar 6nem kazanmustir.
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Havugta sitoplazmik genetik erkek kisirlik {izerine yapilan molekiiler calismalar
genellikle kisir (S) sitoplazmalar ilizerine yogunlasmistir. Nakajima ve ark. (1999)
yaptiklar1 bir caligmada, petaloid kisir sitoplazmayi fertil normal sitoplazmadan ayiran 6
adet mitokondrial STS markir1 gelistirdiklerini belirtmislerdir. Bach ve ark. (2002) kisir
petaloid sitoplazmayi fertil normal sitoplazmadan ayirmak i¢in havu¢ mitokondrisinin
genomunda yer alan genlerin niikleotid sekanslari {izerinde ¢alismislardir. Bu iki farkli
calismanin sonucunda arastirmacilar, atpl, atp6, atp9, atp8, nad6, ya da cob genlerinin
niikleotid dizilerinden petaloid sitoplazmay1 normal sitoplazmadan ayiran PZR’a dayali
14 adet molekiiler isaretleyici gelistirmislerdir. Buna karsin; Robison ve Wolyn (2006)
atp8 genin ifadesinin petaloid sitoplazmik genetik erkek kisirligiyla iliskisinin
olmadigin1 tespit etmislerdir. Tan ve ark. (2018), havugta c¢igeklenmenin farkl
asamalarinda atp6 geninin erkek kisir ve erkek fertil 6zellliklere sahip farkli hatlarda
ifadesini incelemislerdir. Erkek kisir 6zellige sahip olan hatlarda atp6 geninin kopya
sayisinin 1 adet; erkek fertil hatlarda 2 adet oldugunu tespit etmislerdir ve atp6 geninin
erkek fertil ve erkek kisir bitkilerde farkli ifadelendigi belirlemislerdir. Kalia ve ark.
(2019); petaloid erkek kisir ozelligi gosteren Asya kokenli havuglarda petaloid
sitoplazmadan erkek kisir sitoplazmayr ayirmak amaciyla atp9 geninin bitkinin
morfolojik 6zellikleri ile iliskisini incelemislerdir. Havug ¢iceklerinde renk ve sekil gibi
cicek yapisi ile ilgili 6zelliklerin sitoplazmik erkek kisirlik 6zellik gosteren hatlarin ayirt
edilmesinde kullanildigin1 belirlemisler; atp9 geni ile iliskili olan PZR’a dayal1 5 adet

molekiiler isaretleyici gelistirmislerdir.

Celik (2014) tarafindan gergeklestirilen yliksek lisans tez projesinde; havucta iki farkl
haritalama popiilasyonu kullanilarak Rf lokusu ile baglantili 2 adet AFLP molekiiler

isaretleyicisi tespit edilmistir.

Fuiji ve Shiroto (2019); havugta petaloid tipi erkek kisirhigin fenotipik ifadesinde
kullanilmak tizere 4. kromozomda ‘DcMADS2’ QTL lokusunu tespit etmislerdir.

2.3. SNP Molekiiler Isaretleyicilerin Kullanimi

Bitki 1slahinda kullanilan molekiiler isareteyiciler, hibridizasyona dayali (RFLP), PZR
yontemine dayali (RAPD, AFLP, SSR) ve DNA dizi analizine dayali (SNP) olmak
tizere li¢ gruba ayrilmaktadir (Varshney et al. 2007). DNA molekiiler isaretleyicilerinin
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analizleri genetik baglant1 haritas1 olusturma, karsilagtirmali haritalama analizleri, gen
kaynaklarini tanimlamada, ekonomik dneme sahip genlerin igaretlenmesinde, molekiiler
isaretleyicilere dayali seleksiyon ve haritalamaya dayali klonlama gibi uygulama

alanlarina sahiptir (Kumar 1999).

Giliniimiizde modern molekiiler 1slah caligmalarinda, SNP molekiiler isaretleyicileri
yiiksek polimorfizme sahip olmalari, es baskin olmalari, yliksek diizeyde bilgi verici
olmalari nedeniyle 6nem kazanmistir (Beisinger ve ark. 2013). Diger molekiiler
isaretleyiciler ile arastirilmasi siirli olan genomlara SNP molekiiler isaretleyicileri

uygulanmaktadir (Lombardi ve ark. 2014).

Brookes (1999), SNP molekiiler isaretleyicileri, bazi popiilasyonlarda normal
bireylerde, farkli dizi allellerinin olustugu genomik DNA’da tek baz cifti pozisyonlari
olarak tanimlamistir. Bu tanimda bu allellerin popiilasyonda rastlanma siklig1 %1 ya da
daha fazla olmasi gerekmektedir. SNP’ler, piirin-piirin (A < G) yada pirimidin-
pirimidin (C < T) baz degisimleri ile olabildigi gibi, piirin-pirimidin yada pilirimidin-
piirin baz degisimleri (A < C, A & T, G & C, G « T) ile de olabilmektedir (Vignal et
al. 2002).

SNP molekiiler isaretleyicileri bilinen genom ya da gen dizisi iizerinde belirlenmesi ve
haritalanmasi, genom dizisinin belirlenen (bilinen) SNP’ler i¢in taranmasi ve genomda
SNP’lerin belirli fenotipik karakterleri kodlayan bdlgelerle baglantisinin tespiti olmak

lizere li¢ basamaktan olusmaktadir (Liao ve Lee 2010).

2.4. GBS Analizi

Dizileme ya da sekanslama niikleik asitlerin polimerlerinde (DNA ya da RNA),
niikleotidlerin diziliminin belirlenmesidir. Boylece DNA dizi analizi ile bir DNA

molekiiliindeki niikleotidlerin kesin dizilimi belirlenebilmektedir (Kumar ve ark. 2012).

Yeni nesil DNA dizileme teknolojileri bitki genomlarimin DNA  dizilerini
belirlenmesinde, bitkilerde ifade olan genlerin belirlenmesinde ve genotipleme
caligmalarinda yaygin olarak kullanilmaktadir (Elshire ve ark. 2011, Rowe ve ark.
2011).
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Tim sekanslama metodlarinda, kalip DNA’nmin hazirlanmasi, sekanslama ve
goriintiileme, son olarak veri analizi olmak {izere {i¢ basamak uygulanmaktadir; ancak
spesifik protokolleri farklilastirmaktadir. Yeni nesil DNA teknolojilerinden “Roche GS
FLX” ve “ABI SOLID” cihazlart “pyrosequencing” yeni nesil DNA dizileme
teknolojisini kullanirken; “Illumina Genome Analyzer” cihazi ise “Solexa” niikleotid
dizileme teknolojisini kullanmaktadir. Bu cihazlar, DNA dizisini okuma uzunlugu,
irettigi veri biiylikliigii (milyar baz cifti), caligma siiresi ve maliyet olarak farkliliklar
gostermektedir (Metzker 2010). Yeni nesil DNA dizileme teknolojileri ile tek bir PZR
reaksiyonu ile yiiz milyarlarca bazin ayni anda dizilenmesi ve goriintiilenmesi bir kag
giin icerisinde yapilabilmektedir (Deschamps ve Campbell 2010). Ayrica oldukga
biiylik miktardaki sekanslama olduk¢a diisiik maliyette yapilabilmektedir. Bir diger
avantaj ise; aylarca siirebilecek olan bir dizi analizi nin birka¢ giin igerisinde

yapilabilmesidir.

Yeni nesil DNA teknolojileri kullanilarak bitkilerde yapilan genotipleme ¢alismalarinda
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 tizere

ti¢ farkli yontem on plana ¢ikmaktadir.

GBS yontemi yeni nesil DNA dizileme protokollerinin ¢esitli bitki ve popiilasyonlarda
SNP kesfi ve genotiplemesini amaclayan en son uygulamasidir (Spindel ve ark. 2013).
Bitkilerde yapilan molekiiler islah caligmalarinda seleksiyon uygulamalar1 genellikle
referans Ornekler kullanilarak kesfedilen molekiiler isaretleyiciler ile yapilmaktaydi.
Ancak; yeni nesil DNA dizileme metodlar1 ile DNA sekanslama teknolojilerindeki hizli
gelismeler, biiyiikk ve farkli popiilasyonlarda, dogrudan ve ekonomik olarak SNP
molekiiler isaretleyicilerin kesfine olanak saglamaktadir. GBS analizi kolay ve diisiik
maliyetli olup; es zamanli molekiiler kesfi yapmasi; on binlerce molekiiler
isaretleyicileri ile tiir ve popiilasyonlarin arastirilmasii sagladigr i¢in arastirmacilara
bliylik kolayliklar saglamaktadir (Kumar ve ark. 2012). GBS yontemi bitki 1slahinda
iligkilendirme haritalamalarinin, genetik ve fiziksel haritalarin olusturulmasinda, QTL
haritalama ve genetik ¢esitlilik calismalarinda yogun olarak kullanilmaktadir (Chung ve
ark. 2017). Elshire, ve ark. (2011) tarafindan gelistirilen GBS yontemi ile her bir birey

icin milyonlarca kisa okuma dizileri olusturulmakta ve es zamanli olarak SNP
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genotiplemesi yapilabilmektedir (Chen ve ark. 2014). Bitkilerde baglant1 haritasi
olusturmak i¢in uygulanan GBS yontemi; haritalama popiilasyonunun olusturulmasi,
NGS dizileme kullanilarak yiiksek ¢oziniirliikte sekanslanma yapilmasi, SNP’lerin
belirlenmesi ve genotiplenmesi ve genetik baglantt haritasinin  olusturulmasi

basamaklarindan olusmaktadir (Deschamps ve ark. 2012).

Kisaca, GBS yonteminde bitki DNA’s1 iizerinde caligilan bitkinin genom biiyiikliigiine
uygun bir restriksiyon enzimi (EcoRlI, Pstl, ApeKl) ile kesilmektedir. Daha sonra bitki
genomunda restriksiyon enzimlerinin kesim bolgesine bitisik DNA dizileri yeni nesil
DNA teknolojileri kullanilarak belirlenmektedir. Belirlenen DNA dizilerindeki SNP
molekiiler igaretleyicileri bir bilgisayar programi yardimu ile tespit edilmektedir (Elshire
ve ark. 2011). Bu yontemle belirlenen SNP molekiiler isaretleyiciler genetik haritalama

calismalarinda kullanilmaktadir.

GBS metodunun gergeklestirildigi sistemlerden biri olan Illumina HiSeq 2000-2500
(Illumina, San Diego, CA) sisteminde, Oncelikle tiim Ornekleri iceren belirli sayida
DNA havuzu olusturulur. Analiz bu havuz igerisindeki DNA parcalarinin barkodlarina
gbre ayr1 ayri okunmasina dayanir. GBS metodunda kullanilan enzimler metilasyon
duyarli enzimlerdir. Boylece metillenmis yiiksek tekrarli genomik bolgelerdeki sekans
yogunlugunu azaltirken diisiik tekrarli gen bolgelerindeki sekans yogunlugunu yiiksek
tutabilmektedir (Gore ve ark. 2009). Bugiine kadar yapilan ¢aligmalarda en yaygin
kullanilan restriksiyon enzimi ApeKI enzimidir. ApeKI metilasyon duyarli bir enzimdir
(Elshire ve ark. 2011). DNA’nin kesilmesinde kullanilan enzimler molekiiler
isaretleyicisi sayisin1 ve gerekli sekans miktarini etkilemektedir. Genomu daha sik
araliklarla kesen bir enzim daha fazla sayida DNA parcasinin olusmasina ve molekiiler
isaretleyici sayisinin artmasina neden olur (Kumar ve ark. 2012). GBS platformu
tarafindan iiretilen DNA parcalarinin analiz edilebilmesi i¢cin TASSEL (Bradburry ve
ark. 2007) ve Stacks (Catchen ve ark. 2013) gibi paket bilgisayar programlari

kullanilmaktadir.

Havucun 9 kromozomlu diploid genoma sahip olusu (2n=2x=18), 473 mega baz
ciftinden olusmasi ve tiim genomunun yaymnlanmis olmasi (lorizzo ve ark. 2016)

nedeniyle havug bitkisi GBS analizi i¢in uygun bir tiirdiir.
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2.5. Genetik Baglant1 Haritas1 Olusturma Calismalari

Genetik haritalama, genlerin ve molekiiler isaretleyicilerin kromozomlar {izerinde
bulundugu yerleri ve birbirlerine olan uzakliklarin tespit edilmesidir. Krossing-over
olayindan yararlanilarak, bagli genlerin dizilisi ve aralarindaki uzakliklarin bulunmasi
sonucu genetik baglanti haritalar1 olusturulmaktadir. Bir kromozom {iizerinde bulunan
genler birbirlerine ne kadar yakin ise aralarinda krossing-over olma olasilig1 o kadar
azalmaktadir. ki gen arasindaki mesafe arttik¢a iki gen arasinda krossing-over olma
olasiligi da artmaktadir. Genetik haritalamada populasyonunun secimi, kullanilan
molekiiler isaretleyicinin ¢alisma sistemine baglhdir. En fazla genetik bilgi tamamen
stniflandirilmis F2 populasyonu ve es baskin molekiiler isaretleyiciler kullanilarak elde
edilir (Semagn ve ark. 2006).

Ayni kromozom iizerinde bulunan genlerin olusturdugu gruba ise baglanti grubu
(linkage group) denilmektedir. Genetik baglantilarin olusturulmasinda ideal olan bir
tiiriin haploid kromozom sayis1 kadar baglanti grubu olusturulmasidir (Ozsensoy ve
Kurar 2013). Harita birimi olarak Morgan (M) kullanilmaktadir. Fiziksel olarak 1 cM
yaklasik 1 milyon baz ¢iftine karsilik gelmektedir (Liu 1998).

Gilinliimiizde genetik haritalama ¢alismalarinda, genetik analizler sonucunda elde edilen
veriler arasindaki genetik baglantilar1 tespit etmek amaciyla JoinMap (Van Oojen ve
Voorrips 2001); Linkagel (Suiter ve ark. 1983), GMENDEL (Echt ve ark. 1992),
MAPMAKER (Lander ve ark. 1987) gibi farkli bilgisayar programlari kullanilmaktadir.

Bitkilerde genetik haritalama ¢alismalarinda farkli molekiiler isaretleyiciler
kullanilabilmektedir. RFLP, SSR (simple sequence repeats; basit dizi tekrarlar1), EST
(Expressed Sequence Tags), CAPS, RAPD, AFLP, ISSR (Inter Simple Sequence
Repeats; basit tekrarli diziler arasi polimorfizm), DarT (Diversity Arrays Technology)
ve SNP molekiiler isaretleyicilerinin biri veya birkag¢1 birlikte kullanilarak genetik

haritalar olusturulabilmektedir (Semagn ve ark. 2006).

Bitki 1slahinda genetik haritalar QTL’lerin saptanmasi, haritaya dayali klonlama ve gen

haritalanmas1 amaciyla kullanilmaktadirlar. SNP molekiiler isaretleyiciler DNA
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lizerinde en fazla bulunan mutasyonlardir (Ward ve ark. 2013). Bu nedenle SNP
molekiiler isaretleyicileri kullanilarak olusturulan genetik haritalar diger molekiiler
isaretleyicler kullanilarak olusturulan haritalara goére daha yiikksek c¢Oziiniirliikte

olmaktadirlar (Kumar ve ark. 2012).

Bitkilerde SNP molekiiler isaretleyicilere dayali genetik haritalarin olusturulmasi igin,
oncelikle bir veya birka¢ Ozellik bakimindan birbirinden farkli iki ebeveyn
secilmektedir. ikinci olarak; yeni nesil DNA dizileme platformlari kullanilarak
niikleotid dizileri belirlenmektedir. Ugiincii asama ise SNP molekiiler isaretleyiclerinin
belirlenmesidir. Daha sonra uygun bilgisayar programi kullanilarak genetik baglanti

haritas1 olusturulmaktadir (Deschams ve ark. 2012).

Son yillarda erkek kisirlik 6zelligi ile iligkili genlerinin haritalanmasi iizerine farkl bitki
tiirlerini kapsayan calismalar bulunmaktadir. Ozellikle, biiyiikk oranda hibrit tohum
kullanilarak {iretimi yapilan soganda (Gokg¢e ve ark. 2002, Bang ve ark. 2011),
ayciceginde (Yue ve ark 2010) ve sorgumda (Jordan ve ark. 2010) Rf genlerinin genetik

haritas1 molekiiler isaretleyiciler kullanilarak ¢ikartilmistir.

Hiicre ¢ekirdeginde yer alan ve sitoplazmik genetik erkek kisirligi kontrol eden Rf
genleri, genetik haritalamaya dayali gen klonlama yontemi kullanilarak petunya
(Bentolila ve ark. 2002), turp (Koizuka ve ark. 2003, Brown et al. 2003), ¢celtik (Kazama
ve Toriyama 2003, Komori ve ark. 2004, Akagi ve ark. 2004), ve seker pancari
(Hagihara ve ark. 2005), sorgum (Jordan ve ark. 2010); misir (Yongming ve ark. 2016)
gibi birgok bitki tirlinde klonlanmistir. Bu c¢alismalar, Rf genlerinin PPR
(pentatricopeptide repeat protein) proteinlerini kodladigini ortaya ¢ikarmistir (Geddy ve
Brown 2007).

Havugta farkli molekiiler isaretleyiciler kullanilarak genetik haritalama calismalari
yapilmistir. Karoten birikimine neden olan Y2 lokusunun haritalanmasinda (Bradeen ve
ark. 1997), karoten ve likopen igerigini etkileyen QTL lokuslarinin haritalanmasinda
(Santos ve Simon, 2002; Just ve ark. 2007, 2009); karoten birikimine neden olan Y2,
kokte seker birikimine neden olan Rsl ve kokte sari/mor renk pigmentasyonunun
olusumunu etkileyen P1 lokuslarinin haritalanmasinda (Vivek ve Simon 1999); sari

yaprak lokusunun haritalanmasinda (Nothnagel ve Straka 2003); kompak yaprak
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lokusunun haritalanmasinda (Nothnagel ve ark 2005); kok uru nematoduna dayaniklilik

lokusunun haritalanmasinda (Boiteux ve ark. 2000) kullanilmistir.

Havugta Schulz ve ark. (1994) izoenzim, RFLP ve RAPD; Westphal ve Wricke (1997)
RFLP, RAPD, AFLP, SSR molekiiler isaretleyicileri kullanarak;Vivek ve Simon
(1999); AFLP molekler isaretleyicileri ile Santos ve Simon (2004); AFLP, RFLP,
izoenzim RAPD, CAPS ve SCAR molekiiler isaretleyicileri kullanarak c¢esitli genetik
haritalar olusturmuslardir. SNP molekiiler isaretleyicisi kullanilarak yapilan genetik
haritalama c¢alismasinda Yildiz (2009) 8 adet SNP molekiiler isaretleyicisi
kesfetmislerdir. Cavagnaro ve ark. (2014); mor havugcta kok ve yapraklarda antosiyanin
birikimine neden olan FLS, F3H, PSY2 genleri ile iliskili QTL lokuslarmin
haritalanmasinda SNP molekiiler isaretleyicileri tespit etmislerdir. Bu caligmanin
sonuglari, bu genlerin havucun 3. kromozomda buldugunu ortaya koyan SSR molekiiler
isaretleyicileri kullanilarak yapilan ¢aligmalar1 (Cavagnaro ve ark. 2011, Yildiz 2013)

dogrulamustir.

GBS genetik haritalama calismalarinda basarili bir sekilde kullanilmaktadir. GBS
temelli genetik haritalar daha kolay, hizli ve etkili bir sekilde iiretilebilmesi ve genomun
bolgelerinin tanimlayabilmesi agisindan faydali olmaktadir (He ve ark. 2014). Ellison
ve ark. (2017) ilk GBS temelli genetik haritayr yapmislardir. F4 bitkilerinden olusan bir
popiilasyonda karoten birikimine neden olan Y2 lokusunun ve QTL Ilokuslarinin
haritalanmasinda SNP ve CASP molekiiler isaretleyicilerini kullanarak 761,9 cM
uzunlugunda genetik baglanti haritasi olusturmuslardir ve 569 adet SNP molekiiler
isaretleyicisi tespit etmislerdir. Sarcan (2018) yiiksek lisans tez calismasinda, havucta
94 adet F2 bitkisinden elde ettigi veriler ile 1 464 adet SNP molekiiler isaretleyicisi

tespit etmis ve 13 baglant1 grubu olusturmustur.

Alessandro ve ark. (2013), havugta soguklama ihtiyacinin erkek kisirlik 6zelligi ile
iligkisinin belirlenmesi ile ilgili olarak yaptiklar1 bir ¢alismada; SSR, RAPD, AFLP ve
SCAR molekiiler isaretleyicileri kullanarak genetik haritalama yapmislardir. Bunun
sonucunda, dokuz adet baglanti grubu olugsmus ve 669 ¢cM uzunlugunda genetik harita

olusturmuslardir. Buna gore; 355 adet molekiiler isaretleyici tespit etmislerdir. Rfl
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geninin 9. baglanti grubunda; Vrnl geninin ise havucun 2. Baglanti grubunda yer

aldigini tespit etmisglerdir.
2.6. Es Zamanh PZR

Es Zamanh PZR, niikleik asit ¢ogalmasiyla es zamanli olarak artis gosteren floresan
sinyalin Ol¢lilmesiyle kisa siirede kantitatif sonu¢ veren bir PZR yontemidir (Klein
2002). Es zamanli PZR, konvansiyonel PZR ile kiyaslandiginda olduk¢a hizli ve daha
giivenilir bir tan1 yontemidir. Es zamanli PZR’1 konvansiyonel PZR’dan ayiran temel
ozellik, termal dongii cihazi ile birlestirilmis bir optik okuma sisteminin olmasidir. Es
zamanli PZR ile analizden sonraki elektroforez ve goriintiileme islemlerine ihtiyag
duyulmamakta ve jel elektroforez asamasindaki olasi bulagma riski ve pipetleme
hatalar1 da ortadan kalkmaktadir. Ayni cihaz icerisinde hem ¢ogaltma islemi, hem de
cogaltilan irlinlerin saptama islemi yapilabilmektedir. Konvansiyonel PZR’in
sonuc¢lanmast yaklasik 4,5-5 saat gibi bir siire alirken, es zamanli PZR yontemiyle 1,5-

2 saat kadar bir siirede sonuglar elde edilebilmektedir (Onder ve ark. 2016).

Es zamanli PZR sonuglarmin yorumlanmasinda, floresan boyalarmm kullanildig:
analizlerde erime egrisi analizleri (meting curve) kullanilmaktadir. E§ zamanli PZR ile
uriinleri agaroz jelde goriintiilemeden, erime sicakligi grafiklerinden faydalanarak
spesifik olmayan baglanmalar1 saptamak miimkiindiir. Erime egrisi analizleri, ¢ogalan
DNA’nin hedef bolge oldugunu kesinlestirmek amaciyla kullanilir. Gergeklestirilen
erime egrisi analizi ile ¢ogaltilan DNA Orneginin sicaklifin1 yavas yavas arttirilirken
floresan sinyalin sicakliga bagl degisimini gdsteren bir grafik elde edilmis ve floresan
sinyalin ani diislislinden kaynaklanan pikler aracilifiyla, DNA iplikc¢iklerinin
birbirlerinden ayrildiklar1 sicaklik degerleri tespit edilmektedir. Analiz sonucunda es
zamanli PZR islemi sonucunda c¢ogaltilan DNA’nin hedef bdlge olup olmadig
belirlenmektedir (Akey ve ark. 2002, Zipper ve ark. 2004).

Giliniimiizde, es zamanli PZR c¢ogaltim1 sonrasinda elde edilen {iriin varliginin
saptanmasinda temel olarak iki sistem bulunmaktadir. Birincisi 6zgiil olmayan yontem
olan c¢ift zincirli DNA boyalarinin kullanilmasidir. Buradaki boyalar prob gorevi
goriirler. En c¢ok kullanilan yontem SYBR Green I’dir. Bu yontemde, primerlerin

baglanmasi ile birlikte DNA ¢ift sarmal haline gelir ve DNA’ya baglanan boya miktari
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artar. Buna bagli olarak floresan miktar1 da artis gosterir. Ozgiil belirleme sistemleri ise
FRET (fluorescens resonance energy trasfer) , Tagman (Thermo Fisher Scientific),
KASP (Kompetitive Allele Specific PCR) (LGC Genomics, Hoddesdon, UK) ve Simple
Probe (Hybprobe) (Roche) sistemleridir.

Es zamanli PZR kapsaminda 6zgiil belirleme sistemlerinden biri olan hibridizasyon
prob yontemleri ile DNA pargasinin ¢ogaltilmak istenilen 6zel bir bolgesinin
saptanmasinda florosan isaretli problar kullanilir. Bu sistemde, ¢ogaltimi bilgisayara
yansitacak prob veya problarin bulunmasi gerekmektedir. Boylece, problarla testin
ozgilligli arttirllmaktadir. Problar, c¢ogaltimin bilgisayar ekraninda goriinmesini
saglayan, belli dalga boyundaki floresan 15181 yayma kapasitesine sahip
oligoniikleotidlerdir (Schaad ve Frederick 2002). Hibridizasyon Prob Yontemi Roche
tarafindan “LightCycler®” PZR cihazinda kullamilmak {izere gelistirilmistir.
Hibridizasyon Prob yontemlerinden biri olan Simple Probe Yontemi ile bugiine kadar
molekiiler biyolojinin farkli alanlarinda SNP molekiiler isaretleyicilerin dogruluk

tespitleri yapilabilmektedir (Giinel 2007, Nie ve ark. 2011, Liu ve ark. 2016 ).

Giiniimiizde es zamanli PZR ile soya fasulyesinde (Ha ve Boerma 2008), bugdayda
(Matsuda ve ark. 2012), yoncada (Han ve ark. 2011) ve sekerpancar1 (Broccanello ve
ark. 2018) gibi farkli bitki tiirlerinde SNP analizleri ger¢eklestirilmistir. Wang ve ark.
(2016) havugta kok ve yapraklarda vegetatif gelismenin farkli safhalarinda ifade olan

genlerin belirlenmesinde es zamanli PZR yontemini kullanmislardir.

Havugta SNP molekiiler isaretleyiciler kullanilarak yapilan genetik cesitlilik
calismasinda, Rong ve ark (2014), es zamanli PZR KASP yontemi kullanarak, tespit
ettikleri SNP molekiiler isaretleyicilerin dogrulamasimi yapmislardir ve genetik
cesitlilikte kullanilabilcek genlerin ifadelenmesine bakmiglardir. Calismanin sonucunda;
11 369 adet SNP molekiiler isaretleyicisi tespit edilmis ve bu SNP molekiiler
isaretleyicilerin arasindan 622 adetinin dogrulanmasi ile birlikte, Avrupa kokenli

havuglarin genetik cesitlilik calismalarinda kullanilabilecegini belirlemislerdir.

Villano ve ark. (2018) soganda 73 adet farkli genotipin genetik cesitliliklerinin SNP
molekiiler isaretleyiciler ile belirlenmesini saglamiglardir ve es zamanli PZR KASP

yontemi ile SNP molekiiler isaretleyicilerin dogrulamasini yapmislardir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

Bu arastirma 2016-2019 yillar1 arasinda Bursa Uludag Universitesi Ziraat Fakiiltesi
Bahge Bitkileri Boliimii Molekiiler Biyoloji ve Biyoteknoloji Laboratuvarlari’nda
yiiriitiilmiistir. GBS analizi i¢in Wisconsin Universitesi Biyoteknoloji Merkezi

Laboratuvarlari’ndan hizmet alimi1 yapilmstir.
3.1. Materyal

Bu arastirmada, bitkisel materyal olarak erkek kisirlik yoniinden agilim gosteren F2
havug popiilasyonu kullanilmistir. Bu popiilasyonun elde edilmesi icin, erkek kisir olan
bir bitki, normal ¢igeklere sahip baska bir fertil bitki ile melezlenmis ve hepsi normal
ciceklere sahip F1 popiilasyonu olusturulmustur. Daha sonra F1 bitkiler igerisinden
secilen fertil bir bitkinin kendilenmesiyle F2 haritalama popiilasyonu olusturulmustur.
Bu arastirmada kullanilan F2 haritalama popiilasyonu 918 olarak kodlanmis ve bu
popiilasyona ait bitkilerin, hiicre ¢ekirdeginde bulunan havucta sitoplazmik genetik
erkek kisirligi kontrol eden Rf genleri bakimindan 3 fertil:1 kisir olarak agilim

gosterdigi tespit edilmistir.
3.2. Yontem
3.2.1. Yaprak orneklerinin alinmasi

F2 popiilasyonu igerisinden secilen 96 adet bitkiden DNA izolasyonunda kullanilmak
tizere yaprak ornekleri alinmistir. DNA izolasyonunda kullanilacak yaprak 6rnegi olarak
bitkinin en gen¢ yapraklari tercih edilmistir. Sabahin erken saatlerinde alinan yaprak
ornekleri laboratuvara getirilene kadar buz igerisinde saklanmistir. Laboratuvara
ulastirilan 6rnekler liyofilizatorde (Christ Alpha 1-4 LD plus markali) 3 giin siire ile
kurutulmustur. Kurutulan yaprak ornekleri analizlerde kullanilincaya kadar plastik

posetler igerisinde -80°C sicaklikta saklanmustir.
3.2.2. DNA o6rneklerinin elde edilmesi

DNA orneklerinin elde edilmesinde Futterer ve ark. (1995)’nmin belirledigi yontem

kullanilmastir:
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1. Liyofilizatérde kurutulup -80°C’ye kaldirilan 6rnekler oda sicakligina getirildikten
sonra 25 mg olarak tartilip ardindan 2 mL’lik steril mikrosantrifiij tiiplerine

aktarilmastir.

2. Yaprak Orneklerinin 6gutiiliirken pargalanabilmesi amaciyla mikrosantrifiij tiiplerinin
icerisine 3’er adet 6 mm ¢apindaki ve 5’er adet 3 mm c¢apindaki cam boncuklardan
konulmustur. Mikrosantrifiij tiiplerinin kapaklar1 sikica kapatildiktan sonra, 6giitiicii

yardimiyla 6rnekler yaklasik 10 dk siire ile dgiitiilmiistiir.

3. Ogiitiilen 6rneklerin iizerine 1 mL ekstraksiyon tamponu [50 mM Tris-HCI pH 8.0,
%1 (w/v) CTAB, 50 MM Na2EDTA, 0.7 M NaCl] eklenerek vorteksle karigtiritlmistir.

4. Ornekler 65°C’deki su banyosunda 30 dk boyunca inkiibe edilmistir ve inkiibasyon

esnasinda ornekler 10 dk araliklar ile elle karistirilmastir.

5. Su banyosundan ¢ikarilan 6rnekler oda sicakligina geldikten sonra iizerine 800 ul
kloroform:izoamil alkol (24:1) eklenmis ve 6rnekler el ile karistirilmistir. Daha sonra 16
000 g hizda 5 dk santrifiij edilmistir. Tiiplerde meydana gelen dort fazdan en tstteki

sulu faz yeni hazirlanan 2 mL hacimli mikrosantrifiij tiiplerine aktarilmigtir.

6. Yeni tiplerdeki fazin iizerine 100 pL %10’luk CTAB tamponu ve 800 pL
kloroform:izoamil alkol (24:1) eklenip karigtirildiktan sonra, 16 000 g hizda 5 dk
santrifiij edilmistir. Tiiplerde olusan ii¢ fazdan en {stteki sulu faz alinarak yeni

hazirlanan 2 ml hacimli mikrosantrifiij tiiplerine aktarilmistir.

7. Tiplere aktarilan fazin iizerine, DNA’nin ¢dkelmesi i¢in -20°C’de sogutulmus 800
uL izopropanol eklenmistir ve elle hafifce ¢alkalandiktan sonra -80°C’de 30 dK siire ile
bekletilmistir.

8. -80°C’den ¢ikarillan 6rnekler 16 000 g hizda 10 dk santrifiij edilerek DNA’nin

cokeltilmesi saglanmistir.

9. Tiiplerdeki s1v1 dokiildiikten sonra ¢okelmis DNA’larin tizerine 400 pL 1 M’lik NaCl

¢Ozeltisi eklenmistir.
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10. DNA’larin NaCl ¢ozeltisi igerisinde ¢Ozilindiiriilmesi i¢in o6rnekler 65°C
sicakligindaki su banyosunda 15 dk siire ile inkiibe edilmistir. Daha sonra 16 000 g
hizda 5 dK santrifiij edilmistir.

11. Coziinmiis DNA o6rneklerinin iizerine 1 mL %96°1ik etanol eklenmistir ve 6rnekler -

20°C’de bir gece bekletilmistir.

12. Ertesi giin DNA 6rnekleri 16 000 g hizda 10 dk santrifiij edilerek DNA’larin tekrar

cokelmesi saglanmistir.

13. Tiiplerdeki NaCl ve etanol karisimi dokiiliip, ¢okeltiye tekrar 500 pL %70’lik
etanol eklenmis ve 16 000 g hizda 5 dakika santrifiij edilerek DNA’larin temizlenmesi

saglanmistir. Tiiplerin icerisindeki etanol dokiilmiistiir.

14, Tipler kagit havlular iizerine ters ¢evrilip konularak tiiplerde kalan etanol

uzaklastiriimistir.

15. Tiipler kuruduktan sonra DNA’lar 100 pL ultra saf su igerisinde tekrar ¢oziilmiistiir.
16. Hazirlanan DNA 6rnekleri analizlerde kullanilincaya kadar -80°C’de saklanmustir.
3.2.3. DNA érneklerinin kalitesinin ve konsantrasyonunun belirlenmesi

DNA orneklerinin - konsantrasyonu Qubit flourometre (invitrogen) cihaz1 ile
belirlendikten sonra, DNA konsantrasyonlari 20-50 ng/ul olacak sekilde ultra saf su ile

sulandirilmastir.

DNA’larin kalitesini ve biitiinliigiinii tespit edebilmek amaciyla, rastegele secilen 10
adet DNA Ornegi etidium bromit ile boyandiktan sonra %1.0’likk agaroz jelde

goriintiilenmistir.
3.2.4 DNA orneklerinin DNA restriksiyon enzimi (EcoRI) ile kesilmesi

DNA orneklerinin restriksiyon enzimleri ile kesilip kesilmediginin belirlenmesi
amaciyla, rastgele segilmis 10 adet DNA o6rnegi EcoRl (Thermo Fisher Scientific)

enzimi ile liretici firmanin 6nerdigi asagidaki yonteme gore ile kesilmistir:
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Cizelge 3.1. EcoRI enzimi ile kesim reaksiyonunun bilesenleri

Reaksiyon Bilesenleri Miktar (uL)
DNA (20-40 ng/uL) 5
H20 12
10X Tampon ¢ozeltisi 2
Restriksiyon enzimi (10 U/ uL) 1
TOPLAM 20

Reaksiyonun c¢aligmasi i¢in o6rnekler PZR cihazi (Applied Biosystems Veriti markali)
igerisinde 37°C sicaklikta 3 saat siire ile bekletilmistir. Bu siire sonunda 6rnekler EcoRI
enziminin inaktif hale gelmesi igin cihaz igerisinde 65°C sicaklikta 20 dk daha
bekletilmistir. Kesilen DNA 6rnekleri %1.5’luk agaroz jelde yiiriitiilmiis ve fotografi
cekilmistir. ECORI enzimi ile kesilebildigi tespit edilen DNA 6rnekleri DNA dizileme

analizinde kullanilana kadar -80°C’de saklanmuistir.

3.2.5 GBS analizi

GBS analizi, Elshire ve ark. (2011)’nin gelistirdigi yonteme gore [llumina firmasinin
HiSEq2500 (Illumina, San Diego, CA) cihazi kullanilarak yapilmistir. Bu cihaz
tiniversitemizde bulunmadigr icin DNA dizileme analizleri Amerika Birlesik
Devletleri’ndeki Wisconsin Universitesi’nin Biyoteknoloji Merkezi

Laboratuvarlari’ndan hizmet alimi seklinde yaptirilmistir.

GBS analizi kapsaminda F2 popiilasyonundaki 96 adet bitkiye ait DNA 6rnegi ApeKl
enzimi ile kesilmistir. Her DNA 6rneginin kesim yerine uygun ve her bitki 6rnegine
0zgl barkodlar1 igeren Illumina niikleotid dizileme adaptorleri eklenmistir. Adaptor
eklenen DNA pargalari PZR ile ¢ogaltildiktan sonra 96 bitkinin DNA Grnegi
birlestirilerek bir DNA havuzu olusturulmustur. Havuzda yer alan DNA’lar, adaptor
dizilerinde yer alan primerler ve Illumina firmasinin HiSEq2500 cihaz1 kullanilarak
DNA 6rneklerinin niikleotid dizileri belirlenmistir. Her bir bitkiden en az 500 000 DNA

parcasinin niikleotid bilgisinin belirlenmis olmasina dikkat edilmistir.
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3.2.6 Veri analizi
SNP molekiiler igaretleyicilerinin belirlenmesi

GBS analizinden elde edilen verilerin analizi ile SNP molekiiler isaretleyicilerin
belirlenmesi TASSEL 5.0 paket programi (Bradbury ve ark. 2007) kullanilarak
yapilmistir. Kisaca, GBS yonteminde havu¢ genomunda hangi DNA pargalarinin
niikleotid dizilerinin belirlendigi TASSEL paket programi i¢inde yer alan
“GBSSeqToTagDBPlugin” alt programi kullanilarak tespit edilmistir. Bu DNA
pargalarinin  havucun hangi kromozomlarinda yer aldigi “Bowtie2” programi
kullanilarak belirlenmistir. Niikleotid dizileri belirlenen DNA pargalarinda SNP
bulunup bulunmadigi TASSEL programi i¢indeki “DiscoverySNPCallerPluginV2” alt
programi kullanilarak tespit edilmistir. GBS analizinde kullanilan bitki 6rneklerinin
SNP genotiplemesi TASSEL programinda yer alan “ProductionSNPCallerPluginV2” alt

programi1 kullanilarak yapilmistir.
Iliskilendirme haritalamasi (association mapping)

Iliskilendirme haritalamas1 (association mapping) erkek kisilik geni ile iligkili SNP
molekiiler isaretleyicilerin belirlenmesi i¢in Tassel 5.0 programi kullanilarak
yapilmustir. Iliskilendirme haritalamas1 olusturulurken GLM (Genel Linear model)

yontemi kullanilmistir.
Genetik baglanti haritasinin olusturulmasi

Genetik baglant1 haritast1 Joinmap 4.0 (Van Ooijen 2006) bilgisayar programina
kullanilarak olusturulmustur. SNP verileri Joinmap 4.0 programinin es baskin molekiiler
isaretleyiciler icin kullandig1 “a, b, h” seklinde kodlanmistir. Harita olustururken, LOD
degeri 7 alinarak gruplar belirlenmistir. Maksimum rekombinasyon sikligr ise 0,30
olarak kabul edilmistir. Eksik veri oran1t %10 olacak sekilde analizler
gerceklestirilmistir. Harita olustururken, skoru olarak belirlenmistir. Analiz sonucunda
baglant1 gruplar1 ile bu gruplar {izerindeki SNP molekiiler isaretleyicilerinin birbirlerine
olan uzakliklar1 Kosambi Haritalama Fonksiyonu (Kosambi 1944) kullanilarak tespit

edilmistir. Bu uzakliklar centiMorgan (cM) olarak belirlenmistir.
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3.2.7. Simple probe yontemi kullanarak es zamanh PZR reaksiyonun yapilmasi

F2 popiilasyonu i¢inden secilen 96 adet DNA 6rneginden tespit edilen ve genotiplemesi
yapilan SNP molekiiler isaretleyicilerin dogrulanmasi i¢in es zamanli PZR ydnteminin
0zgiil belirleme sistemlerinden biri olan hibridizasyon temelli Simple Probe yontemi
kullanilmistir. Reaksiyon oncesinde, SNP molekiiler isaretleyicilere uygun olan prob ve
primerlerin tasarlanmasi, Roche LightCycler Probe Design 2.0 (Roche Applied Science,
Indianapolis, ABD 2004) programi kullanilarak hizmet alim1 seklinde Roche firmasina
yaptirilmistir.

Es zamanli PZR, Roche LightCycler 480 Real Time PZR cihazi ve Roche LightCycler
FastStart DNA Master HybProbe karisimi kullanilarak yapilmistir. Es zamanli PZR

reaksiyonunun bilesenleri asagidaki gibidir:

Cizelge 3.2. Es zamanli PZR reaksiyonunun bilesenleri PZR reaksiyonu bilesenleri

PZR Bilesenleri Miktar (uL)
DNA 6rnegi (20-40 ng/uL) 5.0
Ileri primeri (F) (5nmol/uL) 0.5
Geri primeri (R) (5nmol/uL) 0.1
Simple Prob (1Inmol/ pL) 0.2
MgCl2 (25 mM) 1.6
H20 10.6
Enzim 2.0
TOPLAM 15.0

Roche (Applied Science, Indianapolis, IN, ABD) firmasi tarafindan belirlenen es

zamanli PZR Simple Probe yontemi reaksiyonunun sicaklik dongiisii asagidaki gibidir:
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Cizelge 3.3. Es zamanli PZR sicaklik dongiisti

Basamak No. Sicaklik (°C) Siire (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 arasindaki basamaklar 45 dongii olarak gergeklestirilmistir. 6. basamaktan sonra
floresan boyalarinin ¢aligmasi i¢in sicaklik 85°C ‘ye yiikseltilmis ve daha sonra tekrar

40°C’ye dusiiriilerek reaksiyon sonlandirilmistir.

3.2.8. Erkek kisihik geni iliskili SNP molekiiler isaretleyicilerin es zamanh PZR
simple probe yontemi ile dogrulanmasi

Es zamanli PZR reaksiyonu sonucunda LightCycler Data Analysis (Roche Diagnostics,
Indianapolis, IN, ABD) programi ile 96 adet genotipe ait DNA’larin erime noktalar
(Tm) tespit edilerek, erime egrisi analizleri ¢ikarilmistir. Es zamanli PZR sonuglarinin
yorumlanmas1 erime egrisi analizlerine gore yapilmistir. Sitoplazmik genetik erkek
kisirlig1 kontrol eden Rf genleri ile baglantili olup olmadigi dogrulanmistir. Buna gore,
tespit edilen SNP molekiiler isaretleyicilerin genotiplemesi yapilarak, bireylerin
homozigot fertil (RfLRfl), heterozigot fertil (Rfirfl) ve erkek kisir (rflrfl) olma

durumlar incelenmistir.
3.2.9. Genetik baglant1 haritasinin olusturulmasi

Erime egrisi analizleri sonucunda erkek kisilik geni ile iliskili oldugu dogrulanan SNP
molekiiler isaretleyicilere ait genotipik verilerin JoinMap 4.0 (Van Ooijen 2006)
bilgisayar programina aktarilmasiyla genetik baglanti haritasi olusturulmustur. Harita
olustururken, LOD degeri 7 alinarak gruplar belirlenmistir. Maksimum rekombinasyon

siklig1 ise 0.30 olarak kabul edilmistir. Eksik veri oran1 %10 olacak sekilde analizler
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gerceklestirilmistir. Analiz sonucunda baglant1 gruplar ile bu gruplar lizerindeki SNP
molekiiler isaretleyicilerinin birbirlerine olan uzakliklar1 Kosambi Haritalama
Fonksiyonu (Kosambi 1944) kullanilarak tespit edilmistir. Bu uzakliklar centiMorgan
(cM) olarak belirlenmistir.
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4. BULGULAR
4.1. Ciceklerin Erkek Kisir Olup Olmadiginin Belirlenmesi

918 no’lu F2 haritalama popiilasyonuna ait 96 adet bitkinin ¢icek yapilari incelenmis ve
sonuclar Cizelge 4.1°de verilmistir. Buna gore; 77 adet bitkinin erkek fertil ve 19 adet
bitkinin erkek kisir oldugu goézlenmistir. Bu popiilasyonda yapilan ki-kare testi
sonuglara gore, hiicre ¢ekirdeginde bulunan erkek kisirlik karakterinin agilim orani

3:1 olarak tespit edilmistir. Ki-kare testi p degeri 0.24 olarak bulunmustur.

Cizelge 4.1. F2 popiilasyonuna ait 96 adet bitkinin ¢i¢cek yapilarinin fenotipik gbzlem
sonuglari

“wa | BitkiNo ek “wa | BitkiNo ek
No. No.
1 918-01 Fertil 16 918-16 Fertil
2 918-02 Fertil 17 918-17 Fertil
3 918-03 Fertil 18 918-18 Kisir
4 918-04 Kisir 19 918-19 Fertil
5 918-05 Fertil 20 918-20 Fertil
6 918-06 Kisir 21 918-21 Fertil
7 918-07 Fertil 22 918-22 Kisir
8 918-08 Fertil 23 918-23 Kisir
9 918-09 Fertil 24 918-24 Fertil
10 918-10 Fertil 25 918-25 Fertil
11 918-11 Kisir 26 918-26 Kisir
12 918-12 Fertil 27 918-27 Fertil
13 918-13 Fertil 28 918-28 Kisir
14 918-14 Fertil 29 918-29 Fertil
15 918-15 Fertil 30 918-30 Fertil
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Cizelge 4.1. F2 poplilasyonuna ait 96 adet bitkinin ¢icek yapilarinin fenotipik gozlem
sonuglar1 (devam)

“wma | BitkiNo. ek “wa | BitkiNo ek

No. No.

31 918-31 Fertil 55 918-55 Kisir
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 Kisir 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 Kisir
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 Kisir 69 918-71 Fertil
46 918-46 Kisir 70 918-72 Fertil
47 918-47 Fertil 71 918-73 Fertil
48 918-48 Kisir 72 918-74 Kisir
49 918-49 Fertil 73 918-75 Fertil
50 918-50 Kisir 74 918-76 Fertil
51 918-51 Fertil 75 918-77 Fertil
52 918-52 Kisir 76 918-78 Fertil
53 918-53 Fertil 77 918-79 Fertil
54 918-54 Fertil 78 918-80 Kisir
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Cizelge 4.1. F2 poplilasyonuna ait 96 adet bitkinin ¢icek yapilarinin fenotipik gozlem
sonuglar1 (devam)

Ornek . Ornek .
Sira Bitki No. Cigek Sira Bitki No Cigek
Durumu Durumu

No. No.
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 Kisir
87 918-89 Fertil 96 918-98 Fertil

4.2. DNA izolasyonu
F2 popiilasyonuna ait 96 adet genotipin DNA konsantasyonlarinin 20,0 ng/uL ile 97,6

ng/ul arasinda degistigi tespit edilmistir (Cizelge 4.2). DNA Orneklerinin
konsantrasyonu 20,0-50,0 ng/uL olacak sekilde ultra saf su ile sulandirilmistr.

GBS analizlerinde kullanilacak DNA 0Orneklerinin yiiksek kalitede ve DNA’larin
par¢alanmamis olmasi ¢ok Onemlidir. Bu amagla; konsantrasyonu belirlenen DNA
orneklerinden rastgele segilen 10 adet 6rnegin %1,0’lik agaroz jelde 2 saat 70 voltta
kosulduktan sonra elde edilen goriintiisii Sekil 4.1°de verilmistir. Sekilde ok ile isaret
edilen kisim, parcalanmamis yapidaki DNA orneklerinin agaroz jelde olusturdugu banti
gostermektedir. Agaroz jelde bu bantin olusmasi, DNA’larin par¢alanmamis yapida

oldugunu ve DNA kalitesinin yiiksek oldugunu ifade etmektedir.
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Cizelge 4.2. DNA 0Orneklerinin konsantrasyonu

Ornek DNA Ornek DNA
Sira Bitki No. Konsantrasyonu | Sira No | Bitki No | Konsantrasyonu
No. (ng/nL) (ng/nL)

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

31




Cizelge 4.2. Yaprak orneklerinden elde edilen DNA Orneklerinin konsantrasyonu
(devam)

Ornek DNA Ornek DNA
Sira Bitki No. | Konsantrasyonu | Sira No | Bitki No | Konsantrasyonu
No. (ng/nL) (ng/nL)
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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Sekil 4.1. Rastgele secilmis 10 adet DNA 6rneginin agaroz jel goriintiisii

GBS analizi DNA 6rneklerinin restriksiyon enzimi ile kesilmesi islemini i¢erdiginden,
oncesinde DNA oOrneklerinin DNA restriksiyon enzimleri ile kesilebildiginin tespit
edilmesi olduk¢a 6nemlidir. ECORI enzimi ile kesilen DNA 6rneklerinin goriintiisti Sekil
4.2°de verilmistir. Seki 4.2°de goriildiigii gibi, Sekil 4.1°de ok ile gosterilen DNA bandi
EcoRI enzimi ile kesildikten sonra kaybolmustur. Bu da DNA orneklerinin EcoRI

enzimi tarafindan kesildigini gostermektedir.

Sekil 4.2. EcoRI enzimi ile kesilen DNA 6rneklerinin agaroz jel goriintiisii
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4.3. GBS Analizi Sonuclan

GBS analizleri sonucunda 96 genotipden elde edilen niikleotid dizileri TASSEL 5.0
programi kullanilarak referans havu¢ genomu ile eslestirilmistir. Tiim genotiplerden
elde edilen niikleotid dizlerinin ne kadarinin referans havu¢ genomu ile eslestigi yiizde
(%) olarak Sekil 4.3’teki grafikte verilmistir. Bu sekile gore; 918-46 no’lu 6rnegin
havu¢ genomu ile eslesme yapamadigi ve 918-66 no’lu 6rnegin ise yaklasik %20
oraninda eslestigi belirlenmistir. Bu nedenle, bu Ornekler i¢cin GBS analizinin
calismadigr Ongoriilmiis ve GBS analizi sirasinda bu genotipler veri analizinden
cikartilmistir. Diger genotiplerin eslesme oranlarinin ise %70 ile %90 oraninda degistigi

goriilmektedir. Havucun referans genomu ile eslesmeyen niikleotid dizileri daha sonraki

analizlere dahil edilmemistir.
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Sekil 4.3. GBS analizi sirasinda genotiplerin referans havu¢ genomu ile eslesme
durumu

GBS analizi tarafindan her bir 6rnek icin niikleotid dizisi yapilan DNA parcasi sayilari
Sekil 4.4’te gosterilmektedir. Grafik iizerindeki siitunlarin mor renk ile ifade edilen
kisimlar1 basarili olarak yapilan okuma sayilarini; yesil renk ile gosterilen kisimlari ise
niikleotid dizisi havucun referans genomu ile eslesmeyen DNA pargasi sayilarina
karsilik gelmektedir. Buna gore; GBS analizi sirasinda niikleotid dizi analizi yapilan
parca sayilar1 toplami 1-10 000 000 arasinda degistigi goriilmektedir. Niikleotid dizi
analizi yapilan par¢a sayisi en fazla olan genotipin yaklasik 8 000 000 okuma ile 918-

67 no’lu genotip oldugu tespit edilmistir. Bunun yam sira, 918-59, 918-63 ve 918-74
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no’lu genotiplerin niikleotid dizileri belirlenen parg¢a sayilarimin 1 000 000°dan az
oldugu gozlenmistir. Ayrica, 918-46 ve 918-66 no’lu genotiplerin okuma yapilan parca
sayilar1 bulunmadigi i¢in niikleotid dizilerinin GBS analizleri kapsaminda

belirlenemedigi goriilmiis ve sonraki veri analizlerinden ¢ikartilmistir.

le+07

goodReadsMatchedToDataBase
9e+06 Not Matched  mmm—

8e+06
Z 7e+06
Z'6e+06
5]
@ S5e+06
g
= 4e+06
-
QO 3e+06

2e+06

le+06

0

Genotipler

Sekil 4.4. GBS analizi tarafindan her bir 6rnek icin niikleotid dizi analizi yapilan DNA
pargasi sayi1sl

4.4. SNP Molekiiler isaretleyicilerinin Belirlenmesi ve iliskilendirme Haritalamas
Sonuglar

GBS analizi ile niikleotid dizi analizi sonuglart TASSEL 5.0 programina aktarilmistir.
Bunun sonucunda, TASSEL programinda 21 216 adet SNP molekiiler isaretleyicisi
belirlenmistir. Analiz sirasinda SNP molekiiler isaretleyicilere gore yapilan filtreleme
uygulamasi ile, en diisiik allel frekansi 0,3; en yiiksek allel frekansi 0,7 ve eksik veri
orant %20 olacak sekilde analiz gerceklestirilmistir. Boylece, eksik veri orani yiiksek
olan ve monomorfik olan SNP molekiiler isaretleyicileri analiz disinda birakilmasi
saglanmistir. Genotiplere gore yapilan filtreleme islemi sonucunda ise, en diigiik
heterozigotluk oram1 0,2; en yiiksek heterozigotluk oran1 ise 0,8 olarak
siirlandirilmigtir. Buna ek olarak eksik veri orant %10’ nun iizerinde olan genotipler
analizlerden c¢ikartilmistir. Sonu¢ olarak, SNP molekiiler isaretleyicilerinin ve
genotiplerin filtrelenmesi sonucunda sadece 90 adet bireye ait verilerin haritalama
analizlerinde kullanilabilecegi tespit edilmistir. Buna ek olarak baslangigta 21 216 adet

olarak belirlenen SNP molekiiler isaretleyicisi sayisi filtreleme sonucunda 10 425°e
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diismiistiir. Belirlenen bu SNP molekiiler isaretleyicilerinin sayisinin kromozomlara
gore dagilimi ve bulunduklar1 bolgeler Cizelge 4.3.’de verilmistir. Kromozom basina
diisen SNP molekiiler isaretleyicilerinin sayisinin 874 (9. Kromozom) ile 1 679 (1.

Kromozom) arasinda degistigi goriilmektedir.

Erkek kisirlikla iligkili SNP molekiiler isaretleyicileri belirleyebilmek i¢in 10 425 adet
SNP molekiiler isaretleyicilerine ait veriler ile bireylere ait fenotipik veriler TASSEL
5.0 programma yiiklenmistir. TASSEL 5.0 paket programinda bulunan GLM alt
programi kullanilarak iliskilendirme haritalamas1 yapilmis ve Manhattan grafikleri
olusturulmustur (Sekil 4.5). Belirlenen SNP molekiiler isaretleyicilerin referans havug
genomunun kromozomlari lizerindeki dagilimi Manhattan grafiginde gosterilmektedir.
Bu grafige gore; Rf1 geni ile iliskili SNP molekiiler isaretleyicilerinin dagilimimin en
fazla 9. kromozom fizerinde oldugu ve bu molekiiler isaretleyicilerin havucun 9.
kromozomun basinda yer aldigi tespit edilmistir. Ayrica, 9. Kromozom iizerinde -
LoglOp degeri 9,0-10,5 arasinda olan SNP molekiiler isaretleyicisi sayisinin 5 adet
oldugu tespit edilmistir. Bu SNP molekiiler isaretleyiciler arasindan en yiiksek -Log10p
degerinin 10,25 ile DcSNP 4822988’¢ ait oldugu goriilmektedir Diger
kromozomlardaki SNP molekiiler isaretleyicilerinin yogunluguna bakildiginda;
molekiiler isaretleyicilerin -LoglOp degerinin ortalama olarak 2,00 smirina kadar
dagilim gosterdikleri Sekil 4.5°de goriilmektedir.

Iliskilendirme haritalamas1 sonucunda, havugta erkek kisirlik geninin havucun 9.

kromozomu tizerinde bulundugu tespit edilmistir.
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Cizelge 4.3. Belirlenen SNP molekiiler isaretleyicilerin havucun kromozomlari
tizerindeki dagilimi (bg: baz ¢ifti)

1.00

SNP molekiiler
isaretleyicilerin Kromozom iizerinde
Kromozom Sayisi SR
sayisi SNP Say1 No bulundugu bolge
(adet) ' (bo)
1 1679 0-1678 3515 146-51 352 107
2 1206 1679-2.884 4 937 223-42 819 468
3 1260 2 885-4 144 77 431-50 146 117
4 908 4 145-5 052 823 834-35 910 203
5 1243 5053-6 295 386 020-40 767.829
6 992 6 296-7 287 114 523-36 512 814
7 1099 7 288-8 386 65 856-36 264 097
8 1164 8 387-9 550 103 954-31 697 488
9 874 9551-10 424 579 378-32 894 779
P-Values by Chromosome for Fertility
10.00 ‘
.00 ;l
2.00 ‘ : ‘-. &

Position

[w1e243

m576-7r5109|

Sekil 4.5. Rfl geni ile iliskilendirilen SNP molekiiler isaretleyicilere ait Manhattan

grafigi
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4.5. Genetik Baglant1 Haritasinin Olusturulmasi

Iliskilendirme haritalamas1  sonucunda, Rfl geninin havu¢ genomunun 9.
kromozomunda oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.5). Dolayisiyla, genetik baglanti
haritast i¢in 9. Kromozom iizerinde yer alan SNP molekiiler isaretleyiciler
kullanilmistir. 9. kromozom iizerinde yer alan SNP molekiiler isaretleyiciler ile
olusturulan genetik baglant1 analizi sonucunda havucun 9. kromozomu i¢in 66 cM
uzunlugunda 1 adet baglant1 grubu olusmustur (Sekil 4.6). Bu genetik haritanin iizerinde
119 adet SNP molekiiler isaretleyicisinin yer aldig1 ve ortalama molekiiler isaretleyici
yogunlugunun ise 0.55 cM/SNP oldugu tespit edilmistir. Genetik baglant: haritasinda da
erkek kisirlik geninin havucun 9. kromozomunun hemen basinda yer aldigi tespit

edilmistir.
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Fertility-1
59 6788857
¥ S9 7968637 S9_7049692

| 59§ 6875173 S9_7070520
il S9_6294518

S9_6379138 S9_6379153
59_6285698 S9_6376423
4l S9_6379432 S9_6865610
il S9_6233446 S9_6285772
§S9_6108382 S9_6825390
i SO 5807971 S9_5807956

I 592300558 S9_2296860
L S9 2746814
S97 2296861 S9_1513222

59 17287526 S9_956024
S9_17560434

S9_17732373 S9_2091450
59717571206

S9_17571048

S59_18001207 S9_17787848
59 22127108

S9 18174809

59_19966266 S9_19739196

59726264259 S9_26005347
S9_ 28203841 S9_26368617
S9_25718142 S9_27687583

59725824404
S9_26006653 S9_26607298
S9_25120420 S9_25838253
S9 26255440 S9_ 23403972
S9_26083675 S9_25983107

S9_27761042
S9_ 27687567 S9_25838175
S9_26631596 S9_28808186
S9_28845348 S9_25729043
S9 23858002 S9_28113321

S9_28418740
S9_25824458 S9_28412972
S9 26344214 S9_26344210
S9_26108301 S9_28416424
59 26256536 S9_ 24956492
i1 S9_25978550 S9_24597180
S9_26223310 S9_25402413
1159 26831955 S9 24719846
W S9_ 25122868 S9_25337404
il S9_25122616 S9_25329616
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5 S9 25329608
ke S9_ 24525593
7 5925011290
lg 59724838893
50 S9_ 27451919
52 | 59730094977
53 4 S9731026240
54 4 S9_31030452
55 5931513661

59731724591 59_31720218
S9_32145790 S9_32446811
‘\ 59731911710
I S9 32471978 S9_32458628
| S9_32570939 S9_32707295
|| 59732195252
50732471872 S9_32278527
$9_32744531 S9_31771373
59732396446
50732391455

Sekil 4.6. SNP molekiiler isaretleyicilere dayali havucun 9. kromozomunun genetik
haritasi. (Barin solundaki rakamlar cM olarak genetik mesafeyi gostermektedir; SNP
molekiiler isaretleyicilerinin isimleri barin saginda yer almistir).
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4.6. Erkek Kisilik Geni ile iliskili SNP Molekiiler Isaretleyicilerin Secilmesi

Hem iliskilendirme ile haritalama hem de genetik baglant1 haritalamas1 sonugclari, erkek
kisirlik (Fertility) genin havu¢ genomunun 9. kromozomunda oldugunu gostermistir.
Hem iliskilendirme ile haritalama hem de genetik baglanti haritalamasi sonuglar
kullanilarak erkek kisirlik genine en yakin olan 5 adet SNP molekiiler isaretleyicisi
secilmistir. Daha sonra es zamanli PZR simple probe analizinde kullanilmak ftizere,
secilen her bir SNP igin prob gelistirilmistir. Es zamanli PZR Reaksiyonunda kullanilan

SNP molekiiler isaretleyicileri ve 6zellikleri Cizelge 4.4’de verilmistir.

Cizelge 4.4. Es zamanli PZR reaksiyonunda kullanilan SNP molekiiler isaretleyiciler ve
niikleotid polimorfizmi

SNP No SNP Adr Niikleotid Polimorfizmi
1 DcSNP_3342931 AIG
2 DcSNP_3992596 A/G
3 DcSNP_4822988 A/IC
4 DcSNP_6233708 AIG
5 DcSNP_6379153 CIG

4.7. Erime Egrisi Analizi Sonuclar:

SNP molekiiler isaretleyiciler ile yapilan es zamanli PZR resksiyonu sonucunda erime
egrisi analizleri yapilmigtir. Buna gore, DcSNP 3992596 ve DcSNP 6379153
molekiiler isaretleyicileri i¢in DNA ¢ogaltiminin gerceklesmedigi tespit edilmistir. Bu
nedenle, bu molekiiler isaretleyiciler analizlere dahil edilmemistir. Bunun yani sira,
tespit edilen diger iic SNP molekiiler isaretleyicileri (DcSNP_3342931,
DcSNP_4822988 ve DcSNP_6233708) kullanilarak yapilan reaksiyonlar sonucunda, F2
popiilasyonuna ait tiim genotipler i¢in ayri ayri erime egrileri olusturulmus ve
popiilasyondaki tiim bitkilerin erkek kisirlik karakteri bakimindan genotiplemesi
yapilmistir. Tim genotiplerin homozigot fertil (Rf1Rf1), heterozigot fertil (Rflrfl) ve
erkek kisir (rflrfl) olma durumlar erime sicakliklarina (Tm degerleri) bakilarak
degerlendirilmistir. Erime egrisi analizi sonuglar1 Sekil 4.7, Sekil 4.8, Sekil 4.9 ve Sekil

4.10°da verilmistir.
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Sekil 4.7. DcSNP_3342931 ile yapilan es zamanli PZR ¢ogaltimina ait erime egrileri
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Sekil 4.8. DcSNP_ 4822988 ile yapilan es zamanli PZR ¢ogaltimina ait erime egrileri
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Sekil 4.9. DcSNP 6233708 ile yapilan es zamanli PZR ¢ogaltimina ait erime egrileri
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DcSNP_3342931 primeri ile yapilan ¢cogaltim sonucunda; erkek kisir olan genotiplerin
DNA sarmallarinin 55°C’de, homozigot fertil olan genotiplerin 62°C’de denatiire
oldugu ve heterozigot fertil olan bireylerin ise hem 55°C hem de 62°C sicakliklarda
birbirinden ayrildig: tespit edilmistir. Buna gore, grafik iizerinde erime egrileri kirmizi
renk olan bireylerin homozigot fertil; mavi renkli olan bireylerin heterozigot fertil ve
yesil renk ile ifade edilen bireylerin ise erkek kisir olduklari tespit edilmistir (Sekil 4.7).
Erkek kisir bitkiler rflrfl genotipini tasirken, fertil bitkiler RfIRfl veya Rflrfl

genotoplerini tasimaktadir.

DcSNP_4822988 primeri ile yapilan ¢ogaltim sonucunda; erkek kisir olan genotiplerin
erime sicakliklarmin 48°C; homozigot fertil olan bireylerin 55°C; heterozigot fertil olan

bireylerin erime sicakliklarinin ise 48 ve 55°C’lerde oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.8).

DC-SNP 6233708 primeri ile yapilan ¢ogaltim sonucunda ise, erkek kisir olan
genotiplerin erime sicakliginin 58°C; homozigot fertil olan bireylerin 62°C; heterozigot

fertil olan bireylerinin ise hem 58°C ve hem de 63°C oldugu saptanmistir (Sekil 4.9).

Sekil 4.10°a ait 1, 2 ve 3 no’lu grafikler; F2 popiilasyonu icerisinden secilen homozigot
ve heterozigot erkek fertil genotiplere (Rf1Rf1, Rflrfl); 3 no’lu grafik ise erkek kisir

olan genotipe (rflrfl) ait erime egrilerini géstermektedir.
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Sekil 4.10. Popiilasyondaki tiim genotiplerin homozigot fertil (RfLRfl), heterozigot
fertil (Rf1rfl) ve erkek kisir (rf1rfl) olma durumlarini gosteren erime egrileri

4.8. Erkek kisirhk geni ile iliskilendirilen SNP molekiiler isaretleyicilerin
dogrulanmasi

Hiicre ¢ekirdeginde bulunan Rfl geni ile iliskili SNP molekiiler isaretleyicilerin GBS
analizleri ile belirlenmesinin ardindan, TASSEL 5.0 programindan elde edilen genotipik
verilerin  dogrulanmast amaciyla erime egrisi analizleri gergeklestirilmistir.

Popiilasyondaki 96 adet bitkinin ¢icek yapilari {izerinde yapilan fenotipik goézlem
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sonuglari, GBS analizi ve erime egrisi analizleri sonuglari ile karsilastirilarak Cizelge

4.5’de sunulmustur.

96 adet bitkinin ¢igeklerinin erkek kisir olup olmadigr ile ilgili yapilan fenotipik gézlem
sonuglari, bu popiilasyona ait GBS analizi sonuglari ile karsilastirildiginda; fenotipik ve
genotipik veriler arasinda farkliliklar bulundugu ortaya ¢ikmistir. 918-27 ve 918-47
no’lu ornekler fenotipik gézlem sonucunda fertil bitki olarak degerlendirilmis ancak,
DcSNP_6233708 molekiiler isaretleyicisine ait GBS analizi ile bu bitkiler erkek kisir
olarak genotiplenmistir. Bunun tam tersi olarak; 918-74 ve 918-80 no’lu bitkiler arazide
yapilan fenotipik gozlemlerde kisir olarak degerlendirilmelerine ragmen; GBS
analizinde niikleotid dizilerinin belirlenmesi ile bu bitkilerin fertil olarak genotiplendigi
goriilmustir. Ayrica, 918-46, 918-63, 918-66 ve 918-78 no’lu Orneklerin
genotiplemelerinin ise GBS analizi ile yapilamadigi tespit edilmistir. Bu sonuglardan
yola ¢ikarak; cicek yapilarmin fenotipik olarak gozlenmesi ile elde edilen veriler ile
GBS analizi sonuglarinin %89,6 oraninda birbiri ile uyumlu oldugu ortaya ¢ikmustir.
Aralarinda %6,3 oraninda genotipleme farkliligi bulundugu ve eksik veri oraninin ise
%4,1 oldugu tespit edilmistir.

Erime egrisi analizleri sonuglarina bakildiginda, elde edilen sonuglarin, %97,9 oraninda
fenotipik verileri dogruladig: goriilmektedir. Geriye kalan %?2,1°1ik oran ise; 918-22 ve
918-98 no’lu bitkilere ait genotipleme sonuglarinin elde edilememis olmasi nedeni ile

eksik veri oran1 olarak kayit edilmistir.

GBS analizi sonucunda yapilan genotiplemeler ve es zamanli PZR simple probe
yontemi sonuglari karsilastirildiginda; genotiplerin homozigot ve heterozigot fertil olma
durumlarindafarkliliklar  bulundugu goriilmektedir. Ancak bu durum fenotipi
degistirmemektedir. Buna ek olarak; 918-74 ve 918-80 genotipleri GBS analizleri ile
fertil bitkiler olarak tespit edilmisti; fakat erime egrisi analizleri ile bu bitkilerin erkek

kisir oldugu ortaya ¢ikmig ve bdylece fenotipik gozlem sonuclart dogrulanmistir.
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Cizelge 4.5. Fenotipik gozlem verileri ile GBS analizi ve erime egrisi analizi
sonuglarinin karsilastirilmasi (Hef: Heterozigot fertil; Hof: Homozigot fertil; S: Erkek
kisir; -: Calismayan reaksiyon)

Bitki Ornek Fenotipik GBS Analizi Sonuclari Erime Egrisi Analizi Sonuclar:
Sira :: Gozlem ["BeSNP [ DcSNP_ | DeSNP_ | DeSNP_ | DeSNP_ | DeSNP_
No. Sonuclart | 3345931 | 4822088 | 6233708 | 3342931 | 4822988 | 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 Kisir S S S S S S
5 918-05 Fertil HeF HeF HeF HeF HeF HeF
6 918-06 Kisir 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 Kisir 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 Kisir 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 Kisir S S S - - -
23 918-23 Kisir S S S S S S
24 918-24 Fertil HeF HeF HeF HeF HeF HeF
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Cizelge 4.5. Fenotipik gozlem verileri ile GBS analizi ve erime egrisi analizi
sonuglarinin karsilastirilmasi (Hef: Heterozigot fertil; Hof: Homozigot fertil; S: Erkek

kisir; -: Calismayan reaksiyon) (devam)

Bitki Ornek Fenotipik GBS Analizi Sonuglari Erime Egrisi Analizi Sonuclari
Swa | & Gozlem "BeSNP [ DcSNP_ | DeSNP_ | DeSNP_ | DeSNP_ | DeSNP_
No. Sonuclart | 3345931 | 4822988 | 6233708 | 3342931 | 4822988 | 6233708
25 918-25 Fertil HoF HoF HoF HoF HoF HoF
26 918-26 Kisir S S S S S S
27 918-27 Fertil HoF HoF HoF HoF HoF
28 918-28 Kisir 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 Kisir 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 Kisir S S S S S S
46 918-46 Kisir - - - S S S
47 918-47 Fertil HeF HeF S HoF HoF HoF
48 918-48 Kisir S S S S S
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Cizelge 4.5. Fenotipik gozlem verileri ile GBS analizi ve erime egrisi analizi
sonuglarinin karsilastirilmasi (Hef: Heterozigot fertil; Hof: Homozigot fertil; S: Erkek
kisir; -: Calismayan reaksiyon) (devam)

Bitki Ornek Fenotipik GBS Analizi Sonuclari Erime Egrisi Analizi Sonuclari
Sira :: Gozlem ["BeSNP [ DSNP_ | DeSNP_ | DSNP_ | DeSNP_ | DeSNP_
No. Sonuclart | 3345931 | 4822088 | 6233708 | 3342931 | 4822988 | 6233708
49 918-49 Fertil HoF HoF HoF HoF HoF HoF
50 918-50 Kisir S S S S S S
51 918-51 Fertil HoF HoF HoF HoF HeF HeF
52 918-52 Kisir 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 Kisir 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 Kisir - - - 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 Kisir HoF HoF HoF S S S
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Cizelge 4.5. Fenotipik gozlem verileri ile GBS analizi ve erime egrisi analizi
sonuglarinin karsilastirilmasi (Hef: Heterozigot fertil; Hof: Homozigot fertil; S: Erkek
kisir; -: Calismayan reaksiyon) (devam)

Bitki Ornek Fenotipik GBS Analizi Sonuclar: Erime Egrisi Analizi Sonuclar:

Swa | g | G%4em | DcSNP_ | DeSNP_ | DeSNP_ | DcSNP_ | DcSNP_ | DeSNP_
No. Sonuglart | 3315931 | 4822988 | 6233708 | 3342931 | 4822988 | 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 Kisir 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 Kisir S S S S S S

96 918-98 Fertil HeF HoF HoF - - -

Erkek kisirlik karakterinin agilim gdsterdigi F2 popiilasyonuna ait fenotipik gozlemler,
GBS analizi ve erime egrisi analizlerinden elde edilen veriler ile yapilan ki-kare testi

sonuclar1 Cizelge 4.6’da verilmistir.
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GBS analizi ve erime egrisi analizleri sonucunda SNP molekiiler isaretleyicilerinin
fenotipik olarak 3:1 oraninda acilim gosterdigi goriilmektedir. Bunun yani sira, SNP
molekiiler isaretleyicilerin genotipik olarak 1:2:1 oraninda agilim gosterdikleri ve bu

acilim oranina ait Ki-kare testi p degerlerinin 0,10-0,88 arasinda degistigi tespit

edilmistir.

Cizelge 4.6. F2 acilim popiilasyonuna ait fenotipik gozlem, GBS analizi ve erime egrisi
verileri ile yapilan ki-kare testi sonuglari

X2 X2
.. Heterozigot | Homozigot | Toplam | Erkek | testi testi
Analizler Sll\fr’e‘t‘l‘glffl‘l‘:ﬁf Fertil Bitki | Fertil Bitki | Fertil | Kisir | p- o-
d Y Sayis1 Sayis1 Bitki Bitki | degeri | degeri
Sayisi Sayisi (3:1) | (1:2:1)
Fenotipik
77 19 0,24
Gozlem
GBS DcSNP_3342931 27 48 75 17 - 0,30
o DcSNP_4822988 25 50 75 17 - 0,39
Analizi
DcSNP_6233708 25 49 74 18 - 0,47
Erime DcSNP_3342931 31 43 74 17 - 0,31
Egrisi DcSNP_4822988 27 48 75 18 - 0,88
Analizleri DcSNP_6233708 26 47 73 18 - 0,88

4.9. Genetik Baglanti Haritasinin Olusturulmasi

Es zamanli PZR simple probe analizi sonucunda elde edilen erime egrileri kullanilarak
yeniden genetik baglanti haritas1 olusturulmustur (Sekil 4.11). Iliskilendirme
haritalamasi sonucunda Rf1 geni ile iligkili oldugu tespit edilen 3 adet SNP molekiiler
isaretleyicisi (DCSNP_3342931, DcSNP_4822988, DcSNP 6233708) kullanilarak
olusturulan genetik haritanin uzunlugu 7,3 cM’dir. Ortalama molekiiler isaretleyici
yogunlugu ise 2,43 ¢cM/SNP olarak hesaplanmistir. Rf1 geni ile DcCSNP_6233708 SNP
molekiiler isaretleyicisi arasindaki uzaklik 2,4 cM olarak belirlenmistir. Diger 2 SNP
molekiiler isaretleyicisi, DcSNP 3342931, DcSNP 4822988, Rfl genin diger tarafinda
yer almaktadir ve DcSNP 4822988 ve DcSNP 3342931 SNP molekiiler
isaretleyicilerinin Rf1l genine olan uzakliklari sirastyla 1,7 ¢cM ve 4,9 cM; olarak tespit

edilmistir.
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00— DcSNP_ 6233708

2.4 Ryf1

4.1 DcSNP_4822988

7.3 DcSNP_3342931

Sekil 4.11. Rf1 geni ile baglantili SNP molekiiler isaretleyiciler ile olugturulan genetik
baglant1 haritasi. (Barin solundaki rakamlar cM olarak genetik mesafeyi gostermektedir;
SNP molekiiler igaretleyicilerinin isimleri barin saginda yer almistir.)
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5. TARTISMA VE SONUC

Geleneksel 1slah yontemleri ile yapilan seleksiyon uzun yillar siirmekte ve yiiksek is
giici ve maliyet gerektirmektedir. Molekiiler isaretleyiciler kullanilarak yapilan
seleksiyon, geleneksel 1slah calismalarina hiz kazandirmaktadir. Giliniimiiz modern
molekiiler 1slah c¢alismalarinda kullanilabilecek c¢ok sayida molekiiler isaretleyiciye
ihtiya¢ duyulmaktadir. Son yillarda SNP molekiiler isaretleyicileri yiiksek polimorfizme
sahip, es baskin ve yiiksek diizeyde bilgi verici olmalar1 nedeniyle 6nem kazanmistir

(Beissinger ve ark. 2013).

Bitki 1slah1 ve genetigi ¢aligmalarinda, yeni nesil DNA dizileme tekniklerinden biri olan
GBS (Genotyping by sequencing) yonteminin kullanimi ile onbinlerce SNP molekiiler
isaretleyicisi ¢ok kisa bir siirede belirlenebilmektedir (Sonah ve ark. 2013). GBS
yontemi diisiik maliyetli bir sistem olarak kullanilabilir hale gelmistir ve molekiiler 1slah

caligsmalarindaki 6nemi de giderek artmaktadir.

Ulkemiz tariminda kislik sebzeler igerisinde énemli bir yere sahip olan havug, hibrit
cesitler kullanilarak tiretimi yapilan bir sebze tiirlidiir. Hibrit havu¢ tohumlugu
tiretiminde erkek kisirliktan faydalanilmaktadir. Havug bitkisinde erkek kisirliga neden
olan genin molekiiler isaretleyiciler kullanilarak belirlenmesi, hibrit havu¢ tohumu
tretiminde ihtiya¢ duyulan erkek kisir 1slah hatlarin belirlenmesini 6nemli 6lcilide
hizlandiracak, ihtiya¢ duyulan isgiiclinii azaltacak ve maliyetleri diisiirecektir. Son
yillarda yapilan ¢alismalarda, biiylik oranda hibrit tohum kullanilarak tiretimi yapilan
tiirlerde daha ¢ok Rf genlerinin haritalanmasi {izerine calisilmistir. Ozellikle soganda
(Gokge ve ark. 2002, Bang ve ark. 2011) ve aygiceginde (Yue ve ark. 2010) Rf

genlerinin genetik haritas1 molekiiler isaretleyiciler kullanilarak ¢ikartilmistir.

Havugta bugiine kadar izoenzimler, RAPD, AFLP ve SSR gibi farkli molekiiler
isaretleyiciler kullanilarak g¢esitli genetik haritalama ¢aligmalar1 yapilmistir (Schulz ve
ark. 1994, Westphal ve Wricke 1997, Cavagnaro ve ark. 2011, Santos ve Simon 2004).
Ancak; Ellison ve ark. (2017) havug bitkisine ait GBS temelli ilk genetik haritayi

yapmiglardir. Bundan sonra Sarcan (2018) tarafindan gergeklestirilen yiiksek lisans tez
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calismasinda; 94 adet F2 bitkisiden elde edilen veriler ile, 1 464 adet SNP molekiiler

isaretleyicisi tespit edilmis ve 13 adet baglant1 grubu bulunmustur.

Havucun diploid genoma sahip olusu (2n=2x=18) ve 473 mega baz ¢iftinden olusmasi
nedeniyle havug bitkisi GBS analizi i¢in uygun bir tiir oldugu belirtilmistir (Iorizzo ve
ark. 2011). Havu¢ genomunda SNP molekiiler isaretleyicilerinin tespit edilmesine
yonelik olarak yapilan simirli sayida ¢aligma bulunmaktadir (Oraguzie ve ark. 2007,
Yildiz 2009, Cavagnaro ve ark. 2014).

Yapilan bu tez calismasi kapsaminda, erkek kisirlik karakterinin 3:1 oraninda agilim
gosterdigi tespit edilen 96 adet bitkiden olusan F2 popiilasyonunda, GBS ydntemi
kullanilarak 10 425 adet SNP molekiiler isaretleyicisi belirlenmistir. Havugta erkek
kisirhik 6zelligi ile baglantili oldugu belirlenen bu SNP molekiiler isaretleyicilerin
havucun kromozomlar1 {izerindeki dagilimi iligkilendirme haritalamas1 sonucunda
ortaya konulmustur. Buna gore; erkek kisirlik 6zelligi ile iliskili Rf1 geninin havucun 9.
kromozomu iizerinde yer aldigi tespit edilmistir. Havucun 9. Kromozomu {izerinde
bulunan SNP molekiiler isaretleyiciler kullanilarak genetik baglanti haritasi
olusturulmustur. Genetik haritalama analizi de Rfl geninin havucun 9. Kromozomun
basinda yer aldigin1 gostermistir. Hem iligkilendirme haritalamasi hem de genetik
baglanti haritast sonuglar1 kullanilarak erkek kisirlik 6zelligini kontrol eden Rfl
lokusuna en yakin olan 5 adet SNP molekiiler isaretleyicisi (DcSNP_3342931,
DcSNP 3992596, DcSNP 4822988, DcSNP_6233708, DcSNP_6379153) secilmistir.
Tespit edilen SNP’lerinin dogrulama analizleri, es zamanli PZR reaksiyonunun
hibridizasyon temelli 6zgiil belirleme yontemlerinden biri olan simple probe teknigi
kullanilarak yapilmistir. Es zamanli PZR simple probe reaksiyonunun sonucunda erime
egrisi analizleri yapilarak, basarili olarak calistigi tespit edilen DcSNP_3342931,
DcSNP 4822988, DcSNP_6233708 SNP molekiiler isaretleyicileri ile popiilasyondaki
bireylerin ayr1 ayr1 genotiplemeleri yapilmistir. Boylece, tim genotiplerin homozigot
fertil (Rf1Rf1), heterozigot fertil (Rf1rfl) ve erkek kisir (rflrfl) olma durumlar tespit

edilmistir.

GBS analizleri ve es zamanli PZR simple probe yontemi ile elde edilen genotipik

veriler, F2 popiilasyonun ¢icek yapilarinin gézlenmesi ile elde edilen fenotipik veriler
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ile karsilagtirilmistir. Fenotipik gbzlem sonuglart ile GBS yontemi sonuglarinin
uyumunun yaklagik %90 olmasi, GBS yonteminin havu¢ genomundaki SNP molekiiler

isaretleyicilerin kesfinde verimli bir sekilde kullanilabilecegini vurgulamistir.

GBS yontemi ile es zamanli PZR simple probe yontemi sonuglari karsilastirildiginda;
bitkilere ait genotipik farkliliklar olabildigi goriilmustiir. Bu calisma kapsaminda, es
zamanli PZR simple probe yontemi sonuclart fenotipik gézlem sonuglarini %97,9
oraninda dogrulamistir. GBS yoOnteminin amaci, yiikksek yogunlukta c¢ok sayida
molekiiler isaretleyiciyi ayni anda ve hizli bir sekilde tespit etmektir. Bu ¢alismanin
sonucunda, elde edilen %90 oranindaki uyum GBS analizlerinin basarisini ortaya
koymustur. Ancak, ayn1 anda yapilan yiiksek yogunluktaki hassas okumalar ile bazen
genotiplemelerde hatalar ortaya c¢ikabilmektedir. Bu nedenle, GBS yontemi ile
kaynaklanabilen genotipleme temelli hatalar1 ortadan kaldirmak amaciyla, es zamanlh
PZR simple probe yontemi ile dogrulama yapilmasi gerektigi ortaya ¢ikmistir. Bu
calisma ile es zamanli PZR simple probe analizlerinin GBS yontemi ile elde edilen
genotipik verilerin dogrulanmasinda giivenilir bir sekilde kullanilabilecegi ortaya
konmustur. Ayrica, bu ¢alisma ile havugta erkek kisirlik karakteri ile baglantili SNP

molekiiler isaretleyicilerin kesfi basarili bir sekilde yapilmistir.

Son olarak, GBS yontemi ile belirlenen SNP’lerin, es zamanli PZR simple probe
yontemi ile dogrulanmasinin ardindan, elde edilen veriler ile genetik baglant1 haritasi
olusturulmustur. Havucun 9. kromozomu {izerinde bulunan DcSNP 3342931,
DcSNP 4822988, DcSNP_6233708 SNP molekiiler isaretleyicilerinin Rf1 genine olan
uzakliklart incelendiginde; Rfl genine en yakin uzaklikta olan SNP molekiiler
isaretleyicisinin DcSNP 4822988 oldugu tespit edilmistir. Calisma sonucunda tespit
edilen bu genetik harita, erkek kisirlik 6zelligi kullanilarak yapilacak bundan sonraki
molekiiler seleksiyon ¢aligmalarinda kullanilabilir niteliktedir. Belirlenen bu SNP

molekiiler isaretleyicileri havug 1slahinda kullanilabilecek niteliktedir.

Bu doktora tez calismasi, havug bitkisinde GBS temelli SNP molekiiler isaretleyicilerin
es zamanli PZR simple probe yontemi ile dogrulanmasi agisindan tespit edilebilen ilk

calisma olmasi nedeniyle Oonem tagimaktadir.
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Yapilan bu tez calimasindan elde edilen sonuclar kullanilarak, heniiz fide asamasinda
alinan yaprak ornekleri ile erkek kisirlik genini tasiyan bitkiler bu ¢alisma kapsaminda
belirlenen molekiiler isaretleyiciler kullanilarak tespit edilebilecek, hibrit havug 1slahi
caligmalarinda zaman ve isgiicii kayb1 en aza indirilecektir. Ciinkii geleneksel 1slah
yontemleri kullanilarak hibrit havug tohum iiretiminde kullanilan erkek kisir hatlarin
belirlenebilmesi iki yil siirerken; bu siireg, SNP molekiiler isaretleyiciler yardimi ile
yapilan seleksiyon ile (MAS) bir ay gibi kisa bir siire icerisinde tamamlanabilecektir.
Boylece, lilkemizdeki yerel ¢esitlerimizin hibrit ¢esitlere doniistiiriilmesi tesvik edilecek
ve sire¢ hizlanacaktir. Bu arastirma, iilkemizin hibrit havu¢ tohumu tedarikinde
yurtdisina bagimlilig: ile ilgili probleme nitelikli ¢oziim getirebilecek 6zgiin degerde

sonugclar ortaya koymustur.

Havug bitkisinde erkek kisirlik karakterini kontrol eden Rfl geninin havug
genomundaki yerinin tesit edilmesi, hibrit havu¢ tohumu iiretiminde ihtiya¢ duyulan
popiilasyonlarin elde edilmesinde kullanilabilecektir. Bu arastirma ile ilgili bundan
sonraki yapilacak ¢aligmalarin basinda, erkek kisirlik karakterinin agilim gdsterdigi yeni
poplilasyonlarin olusturulmasi ve bu calismadan elde edilen molekiiler isaretleyicilerin
bu popiilasyonlarda da denenmesi gelmektedir. Ayrica, bagimsiz olarak gelistirilen
baska havug¢ popiilasyonlarinda da calismalar yapilmalidir. Buna ek olarak, havug
genomunda 9. kromozomda oldugu belirlenen Rfl geninin klonlanmasi ile ilgili
calisgamalar da yapilabilecektir. Havug genomunda erkek kisirliga neden olan baska gen

veya genlerin var olup olmadigi da arastirilabilecek konular arasindadir.
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