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OZET
Yuksek Lisans Tezi

HAVUC BIiTKIiSINDE SITOPLAZMIiK GENETIK ERKEK KISIRLIGI
KONTROL EDEN HUCRE CEKIRDEGINDE YER ALAN GENLERIN
GENETIK HARITASININ AFLP MARKIRLARI KULLANILARAK
BELIRLENMESI

Destan CELIK
Uludag Universitesi
Fen Bilimleri Enstitlsu
Bahge Bitkileri Anabilim Dali
Damsman: Dog. Dr. Ahmet IPEK

Bu arastirmada hiicre ¢ekirdeginde bulunan ve havugta sitoplazmik genetik erkek
kisirligr kontrol eden Restorers of fertility (Rf) genlerinin genetik haritasmnin AFLP
(amplified fragment length polymorphism - c¢ogaltilmis par¢a uzunlugu farkliligi)
markirlar1 kullanilarak ¢ikarilmasi amaglanmistir. Arastirma kapsaminda iki haritalama
popiilasyonu kullanilmistir. Popiilasyonlarin ¢igcek yapilar1 incelenmis ve taze yaprak
orneklerinden DNA izolasyonu yapilmistir.

Birinci haritalama popilasyonundan 96 havug bitkisinin ¢igek yapisi incelenmis ve
bunlardan 37 bitkinin erkek kisir 59 bitkinin ise erkek fertil oldugu belirlenmistir. Bu
verilerle yapilan Ki-kare testine gore hiicre c¢ekirdeginde bulunan erkek kisirlik
genlerinin agilim oranmin 9:7 oldugu tespit edilmistir (p = 0,30). F2 popilasyonundaki
bu agilim orani, havugta petaliod tipi sitoplazmik genetik erkek kisirhigmnin iki genle
kontrol edildigini gostermektedir. ikinci haritalama popilasyonundan 160 havug
bitkisinin ¢icek yapisi incelenmistir. 124 bitkinin erkek fertil ve 36 bitkinin ise erkek
kisir oldugu tespit edilmistir. Ki-Kare testine gore hiicre ¢ekirdeginde bulunan erkek
kisirlik geni 3:1 oraninda a¢ilim gostermektedir (p = 0.47). Bu sonuca gore HP2
popiilasyonunda hiicre ¢ekirdeginde bulunan erkek kisirlik genlerinden sadece birinin
acilim gosterdigi belirlenmistir.

Yapilan AFLP analizlerinde HP1 popiilasyonundan 8 adet erkek kisir ile 8 adet erkek
fertil bitki ve HP2 popiilasyonundan ise yine 8 adet erkek kisir ile 8 adet erkek fertil
bitki sec¢ilmistir. 16 adet erkek kisir ve 16 adet erkek fertil bitki kullanilarak 225 AFLP
primer kombinasyonun analizi tamamlanmistir. Her iki popilasyonda da sadece erkek
fertil bitkilerde ¢ogalan 2 AFLP band1 2 primer kombinasyonu belirlenmistir. Bunlardan
birincisi Markir-1 olarak adlandirilmis ve EACT-MCAT primer kombinasyonunda
tespit edilmistir. Markir-1 erkek kisir bitkilerin sadece birinde ¢ogalmis ve erkek fertil
bitkilerin ikisinde cogalmamistir. Diger AFLP markir1 ise Markir-2 olarak adlandirilmig
ve EATA-MCTG primer kombinasyonunda belirlenmistir

Anahtar Kelimeler: Havug, erkek kisirlik, Rf genleri, hibrit tohum Gretimi, AFLP
markirlari, genetik haritalama
2014, vii, 64 sayfa.



ABSTRACT
MSc Thesis

MAPPING NUCLEAR GENES CONTROLLING CYTOPLASMIC GENETIC
MALE STERILITY IN CARROT USING AFLP MARKERS.

Destan Celik
Uludag University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Horticulture
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Ahmet IPEK

The purpose of this research was to map carrot nuclear Rf genes using AFLP (amplified
fragment length polymorphism) markers. In this study, two segregating carrot
populations were used. Their flower structure was determined and the DNA samples
were isolated from fresh leaves of each plant. In the first F2 carrot population
segregating for male sterility was composed of 96 plants and 37 of those plants were
male sterile while 59 plants were male fertile. According to chi-square test results fit to
9:7 Mendelian segregation ratio (p value=0,30) (male fertile: male sterile) indicated
that two genes were segregating and male fertility is dominant.

In second population, 160 carrot plants were segregating for male sterility. 124 plants
were male fertile while 36 plants were male sterile. According to chi-square test, this
result fits 3:1 Mendelian segregation ratio (p value=0,47) (male fertile: male sterile)
suggesting that only single gene was segregating and male fertility is dominant.

Eight male sterile and eight male fertile plants from first population and eight male
sterile and eight male fertile plans from second population were chosen for the AFLP
analysis. 225 AFLP primer combination were analyzed by using 16 male sterile and 16
male fertile plants.

In two primer combination, two AFLP bands amlified only in male fertile plants but
were not amplified in male sterile plants indicating possible association with male
sterility in carrot. First AFLP amplified DNA fragment was called Markir-1 and it was
amplified with EACT-MCAT primer combination. While these AFLP amplified DNA
fragment was present only in one male sterile plant, it did not amplified in two of male
fertile plants. Other AFLP amplified DNA fragment was called Markir-2 and it was
amplified by primer combination of EATA-MCTG.

Keywords: Carrot, male sterility, Rf genes, hybrid seed production, AFLP markers,
genetic mapping
2014, vii, 64 pages.
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1. GIRIS

Havug (Daucus carota L.) Apiaceae familyasinda yer alan iki yillik otsu bir sebze
tiirlidlir. Anavataniin Afganistan’inda i¢cinde yer aldigi Orta Asya oldugu ve buradan

diinyaya yayildigi kabul edilmektedir (Safadi 2008, Lucier ve Biing 2007).

Havug diinyada genis alanlarda iiretilen bir sebzedir. Birlesmis Milletlerin alt kurulusu
olan Gida ve Tarim Orgiitiiniin (FAO / Food and Agriculture Organization) 2009 yil1
istatistiklerine gore dunyada 28 milyon tondan fazla havug retilmektedir. Dunyadaki
en Onemli {iretici llkeler ise sirasiyla Cin, Rusya, Amerika Birlesik Devletleri,

Ozbekistan ve Polonya’dir. Tiirkiye ise diinyada 11. sirada yer almaktadir.

Havug birgok iilkede oldugu gibi Tirkiye’de de severek tiiketilen ve sagliga faydalar1
tiikketiciler tarafindan bilinen bir sebzedir. Tiirkiye istatistik Kurumu’nun 2013 yili
istatistik verilerine gore iilkemizde havug tiretimi 108 000 dekarlik alanda yapilmis ve
bu iiretim faaliyetinden 568 000 ton havug iiretilmistir. Bu havug {iretimi yogun olarak
Konya (344 000 ton) ve Ankara (131 000 ton) illerinde yapilmaktadir. 60 000 tonluk
havug Uretimiyle Hatay ilimizde 6nemli bir havug iireticisi il olmustur. Uretilen bu
havug, i¢ pazarda daha ¢ok taze olarak tiiketilmekte ya da yemeklerde kullanilmaktadir.
Buna ek olarak, konservelerde, havu¢ suyu iretiminde, tath yapiminda da

kullanilmaktadir.

Havug, karotenin ilk izole edildigi sebze olup A vitamininin 6n maddesi olan -
karotenin en 6nemli kaynaklarindan biridir. Karotenoidlerce zengin olan havucun bazi
kanser tirlerinin, kalp-damar hastaliklarinin, katarakt ve gorme bozuklugu gibi
hastaliklarin =~ goriilme sikligin1  azalttigi ve bagisiklik sistemini gliglendirdigi
bilinmektedir (Abdel-Aal ve ark. , 2013; Shebaby ve ark. , 2013; Shipra ve Hooper,
2011). Giiniimiizde birgok kisi giinlik olarak diizenli vitamin destegi almaktadir.
Yiiksek dozlarda almman A vitamini insanlar igin toksiktir ve oldUrlcl olabilmektedir
(Grune ve ark. 2010 ). Ancak havug tiiketimiyle birlikte viicuda alinan (B-karoten
insanlar i¢in toksik degildir. Cilinkii viicuda alinan B-karoten viicutta enzimler yardimi

ile kesilerek 2 molekil A-vitaminine doniistiiriilmektedir (Tee 1992)



Vicut A-vitaminine ihtiya¢ duymadigi zamanlarda enzimlerini bloke etmekte ve -
karotenin A-vitaminine doniismesini engelleyerek kendisini korumaktadir. Bu nedenle,
insanlarin A vitaminini f-karoten olarak almasi kendileri i¢in toksik olmayacaktir.
Gunlik olarak A-vitaminin alinmasi yerine A-vitamini ihtiyacinin havug tiikketilerek f-
karotenden saglanmas daha saglikli olacaktir (http://lokman-
hekim.net/vitamin/avitamini.asp). Havug iiretiminin dolayisiyla daha fazla havucun

tiketilmesinin tesvik edilmesi saglikli bir beslenme i¢in dnemlidir.

Diinyada yetistirilen havuglar genellikle B-karoten iceren turuncu renkli havuglar
olmasina ragmen antosiyanin iceren mor havuglar, likopen igeren kirmizi havuglar,
ksantofil iceren sar1 havuglar ve pigment icermeyen beyaz havuglar da bulunmaktadir
(Mackevig¢ 1951). Ulkemizde 10-20 cm uzunlugunda uglar1 kiit, silindirik yapiya sahip
diinyada ‘nantes’ olarak bilinen turuncu havuglar yetistirilmektedir. Adana ve
cevresindeki illerde ise mor renkli havuglar salgam suyu yapimi igin iiretilmektedir.
Buna ek olarak, son yillarda Konya’nin Eregli ilgesi ve ¢evresinde mor renkli havuglar

antosiyanin ekstraksiyonu icin Uretilmektedir.

Ulkemizde havug iiretimi biiyiik oranda hibrit tohum kullanilarak yapilmaktadir. Havug
Uretiminde hibrit tohumun tercih edilmesinin en buyik nedeni ise hibrit havug gesitlerin
verim artig1 saglamasi, sekil, tat ve renk yoniinden tekdiize havuglarin {iretilebilmesine
izin vermesidir. Yiiksek oranda yabanci tozlanma gosteren havug gibi sebze tirlerinde
hibrit tohumlarm {iretilmesinde zorluklar yasanmaktadir. Ozellikle havug gibi erselik
cicek yapisina sahip yabanci tozlanan bitkilerde kontrollii melezleme yapabilmek i¢in
emaskiilasyon yapmaya ihtiyag vardir. Cigek yapilarinin kiigiik ve melez bagma elde
edilen tohum sayilarmin az olmasi havug gibi bitki tirlerinde biylk alanlarda hibrit
tohum iiretimi maliyetini artirmaktadir. Bu nedenle erkek kisirligi, bitki islahg¢ilar1 ve

hibrit tohum {ireticilerinin en ¢ok arzuladig1 6zelliklerin basinda gelmektedir (Tathoglu
2008).

Havug ¢iceklerinin kiiciikk olmasi her gigekte en fazla iki tohum elde edilmesi ve ¢ok

sayida ¢icegin semsiye seklinde bir arada olmasi nedeniyle emaskiilasyon yaparak hibrit



havu¢ tohumu dretmek pratik ya da ekonomik olarak mimkin olmamaktadir. Bu

nedenle hibrit havug tohumu tiretiminde erkek kisirliktan faydalanma yoluna gidilmistir.

Havug cicekleri erselik ¢igek yapisina sahiptir ve her ¢icekte 5 ¢anak yaprak, 5 tag
yaprak, 5 erkek organ vardir. Yumurtalik iki g6zl olup her gbzde birer tohum bulunur.
Havug c¢igekleri protandri gosterdigi icin yiiksek oranda yabanci tozlanmaktadir fakat
cicek kiimesi i¢gindeki ¢i¢eklerin hepsi ayni anda olgunlasmadigi i¢cin ayn1 ¢icek kiimesi
icinde yer alan farkli ¢igekler veya farkl cicek kiimelerinde bulunan c¢icekler birbirini
tozlayabildigi i¢in kendileme olmaktadir. Bu nedenle ekonomik olarak hibrit havuc
tohumu Uretebilmek igin sitoplazmik genetik erkek kisirlik kullanilmak zorunludur
(Welch ve Grimbal 1947; Banga ve ark. 1964).

Erkek kisirligi, erkek organlarin fonksiyonel olmamasi sonucunda canli polenlerin
olusmamasidir. Kalitsal olan erkek kisirlik olusumu, ya kromozomlar iizerindeki bazi
genler ya sitoplazma ya da sitoplazma ve hiicre ¢ekirdegindeki genlerin etkilesimi ile
kontrol edilmektedir (Budar ve Pelletier 2001). Bu erkek kisirlik tipleri sirasiyla genetik
erkek kisirligi, stoplazmik erkek kisirligi ve sitoplazmik genetik erkek kisirligr olarak

adlandirilmaktadir.

Genetik erkek kisirligi, genellikle resesif bir gen cifti tarafindan idare edilmekte ve
“msms” seklinde sembolize edilmektedir. Bu tip erkek kisirligi, biber, sogan ve domates
gibi sebze tiirlerinde tespit edilmistir (Virmani ve Ahmed 2001). Bu sistemde “msms”
genetik yapisina sahip kisir bitkilerin kendini ddlleyememesi sonucu saf yapida olan
erkek kisir popiilasyon iiretilememektedir. Kisir bitkilerin yeniden iiretilebilmesi i¢in
“Msms” genotipindeki bitkilerle tozlanmakta ve elde edilen bitkiler teker teker kontrol
edildikten sonra fertil olan erkek bitkiler araziden uzaklastirilmaktadir. Geriye kalan
kisir bitkiler ise hibrit tohum iiretiminde ana ebeveyn olarak kullanilmaktadir. Fertil
bitkilerin uzaklagtrma zorlugu nedeniyle, bu kisirlik sisteminin sebze 1slahinda

kullanim1 yaygin degildir (Ying ve ark. 2003).

Stoplazmik erkek kisirligi, dogrudan dogruya stoplazma tarafindan meydana
getirilmektedir. Normal stoplazma (N), kisirhigi meydana getiren stoplazma ise (S) ile

gosterilmektedir. “S” stoplazmayi tastyan bitkiler, “erkek kisir” olup yabanci tozlama



oldugu takdirde tohum olusumu saglanabilmektedir. Kisir stoplazma, fertil olan
stoplazmaya dominant durumda olmasi nedeniyle olusan melez tohumlarin
stoplazmalar1 her zaman kisir olmaktadir. Yani stoplazmik erkek kisirligin kalitimi
sadece ana bitki tarafindan saglanmaktadir. Sebzelerde F1 hibrit tohumluk tiretiminde
sadece vejetatif organlar tiiketilen tiirlerde uygulanmakta olan bir sistemdir. Ozellikle
bas lahana, brokkoli, turp, Cin lahanasi ve karnabahar sebzelerinde giiniimiizde en ¢ok
kullanilan polinasyon kontrol yontemi stoplazmik erkek kisirligi sistemidir (Fang ve

ark. 2004).

Ugiincii tip erkek kisirlik ise havug bitkisinde de gorililen sitoplazmik genetik erkek
kisirliktir. Bu sistemde ise hem cekirdek hem de sitoplazmada bulunan genlerin
interaksiyonu sonucunda erkek kisirligi olusmaktadir. Sitoplazma, genlerin homozigot
resesif oldugu durumda etkisini gostermektedir. Sitoplazma tipi “S” ve g¢ekirdekte
bulunan genler “rfrf” yapida bulunduklari durumda “erkek kisirlig1” olusmaktadir
(Gulyas ve ark. 2006). Stoplazmik-genetik erkek kisirligi sisteminin uygulanmasi igin
1slah programinda A, B, ve C olarak adlandirilan 3 hattin mevcut olmasi gerekmektedir.
A hatt1 (S, rfrf), disi ebeyen olarak kullanilan erkek kisir olan bitkilerdir. Tohumluk
iretiminde sadece bu bitkilerden tohum eldesi miimkiindiir. B hatt1 (N, rfrf) ise genetik
ve morfolojik yonden A hattina benzemekle birlikte aralarindaki fark, B hattinin fertil
ciceklere sahip olmasidir. B hatt1, “maintainer”, “siirdiiriicii” veya “idame hat” olarak da
tanimlanmaktadir. C hatt;, tohumluk Uretiminde “baba” olarak kullanilmakta ve
“restorer hat” olarak da adlandirilmaktadir (Shigyo ve Kik 2008). Rf genlerine
baglantilit DNA molekiiler markirlarmin belirlenmesi ise hibrit havu¢ tohumu iiretimi
icin gerekli olan erkek kisir ana hatlarin ve bu hatlarin ¢ogaltilmasini saglayan idameci

hatlarin gelistirilmesini hem kolaylastiracak hem de hizlandiracaktir.

Polimer zincir reaksiyonun (PCR) bulunmasindan sonra DNA markirlar1 kullanilarak
gen etiketleme, genetik haritalama, harita temelli tarimsal ag¢idan 6nemli genlerin
belirlenmesi, genetik ¢esitlilik ¢alismalari, filogenetik analizler, markirlar yardimiyla

seleksiyon ¢aligmalar1 kolaylasmistir (Joshi ve ark. 2000).



Ideal bir molekiiler markir tekniginin;

Polimorfik olmasi1 ve biitliin genomda kullanilmasi,
Genetik farkliliklarin ortaya ¢ikarilmasinda yeterli olmas,
Cok sayida, bagimsiz ve giivenilir markirlar iiretmesi,
Basit, hizli ve ucuz olmasi,

Az miktar DNA veya doku ihtiyac1 gerektirmesi,

S A

Farkl fenotiplerle baglanti olusturmasi gibi 6zelliklere sahip olmasi istenir.

Havucta genetik haritalama c¢alismalarinda en yaygmn ve etkili olarak kullanilan
molekiiler markir sistemlerinden birinin AFLP markirlart oldugu gosterilmistir. AFLP
markirlar1 kullanilarak havug genleri basar1 ile haritalanmistir (Bradeen ve Simom,

1998; Santos ve Simon, 2002; Nothnagel ve Straka 2003; Nothnagel ve ark. 2005).

AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism), RFLP tekniginin etkinligi ile PCR
temelli teknikleri birlestiren bir yontemdir ve restriksiyon enzimleriyle parcalanan ve
80-500 b¢ blyiikliginde elde dilen DNA pargaciklar1 adaptorlerle ligasyona maruz
birakilip en son basamakta PCR ile segici ¢cogaltim uygulanir (Vos ve ark. 1995). Bu
teknikte genomik DNA Once birisi alti, digeri dort bazi taniyan iki kesim enzimi
tarafindan kesilir. Kesilen parcalarin ucuna niikleotid dizisi bilinen sentetik adaptor
DNA’lar eklenir. Eklenen sentetik adaptoriin niikleotid dizisini de tasiyan primer
DNA’lar kullannmiyla sipesifik DNA c¢ogaltimi yapilir. Bu c¢ogaltim iki asamada
gerceklestirilir. Ik asamada her iki ugtan DNA kesim enzimlerinin tamdig1 diziden
sonraki ilk niikleotide gore secici cogaltim yapildigi 6n cogaltim yapilir. Asil
cogaltimda 6n ¢ogaltimda elde edilen pargalarin kullanimiyla kesim enzimi tanima
yerinden sonraki ikinci ve Uglnci nukleotidler igin segici ¢ogaltim yapilir. Biitiin
baslaticilar sentetik uglarin niikleotid diziligini de tasidigi i¢in iiretim ¢ogaltim spesifik

sartlarda yapilmis olur (Zabeau 1993)



AFLP gibi yaygin olarak kullanilan DNA markirlarinin birgok avantaji vardir. Bunlar;

1. Cevre faktorlerinden etkilenmezler,

2. Cekirdek ve farkli kalitim sekline sahip kloroplast ve mitokondri gibi organel
genomlar ayr1 ayr1 ¢alisilabilir,

3. Genetik degisiklikleri daha fazla yansittiklar1 icin daha az pleiotrofiktir (bir
genin birden fazla karakteri kontrol etmesi),

4. Her bir ebeveynden gelen farkli karakterler tespit edilebildigi i¢in bitkilerin
genetik orijini tespit edilebilir,

5. Cok sayida molekiiler primer elde edilebilir. Bu primerlerin kullanilmasindaki
amag, bireyler (tiir, cesit, hat, vb.) arasindaki DNA seviyesindeki farkliligin

ortaya ¢ikarilmasidir.

Bu arastirmada, havugta hibrit tohum tiretiminde kullanilan sitoplazmik genetik erkek
kisirligr kontrol eden cekirdek genlerine baglantili DNA markirlarinin gelistirilmesi
amaclanmistir. Havugta sitoplazmik genetik erkek kisirligi kontrol eden Rf genlerine
baglantilt DNA markirlarinin gelistirilmesi tilkemizin agik tozlanan popiilasyon ve yerel
cesitlerinin bu markirlarla taranmasini saglayacaktir. A¢ik tozlanan popiilasyon ve yerel
cesitlerimizde sitoplazmik genetik erkek kisirhigi kontrol eden Rf genlerinin cekinik
allellerinin varhiginin belirlenmesi bu g¢esitlerin hibrit c¢esitlere doniistiiriilmesini
kolaylastiracaktir. Havug iiretiminde kullanilan hibrit tohumlarin tamami yurt disindan
ithal  edilmektedir  (http://www.atonet.org.tr/yeni/index.php?p=1720&I=1).  A¢ik
tozlanan popilasyon ve yerel havu¢ gesitlerimizin hibrit ¢esitlere doniistiiriilmesi

iilkemizin hibrit tohum iiretiminde disa bagimliligin1 azaltabilecektir.

Buna ek olarak, bu DNA markirlar1 sitoplazmik genetik erkek kisirligi saglayan
cekirdek genlerinin yeni 1slah hatlarina aktarilmasi bu genlerin ¢ekinik gen olmasindan
dolayr ¢ok zor olmaktadir. Sitoplazmik genetik erkek kisirligi kontrol eden ¢ekirdek
genlerine baglantili DNA markirlarinin gelistirilmesi, bu genlerin markr yardimiyla
seleksiyon yontemi ile yeni 1slah hatlarina aktarilmasini hem kolaylastiracak hem de

gerekli zamani kisaltacaktir.



Sonug olarak sitoplazmik genetik erkek kisirligi kontrol eden Rf genlerine baglantili
DNA markirlarin gelistirilmesi hem diinya literatiiriine 6nemli bir katki saglayacak hem
de yerel ve agik tozlanan gesitlerimizin hibrit ¢esitlere doniistiiriilmesine yardimci
olacaktir. Ulkemizin hibrit havu¢ tohumunda disa bagimhiligini azaltarak iilkemizin

ekonomisine onemli katkilar yapacaktir.

2. KAYNAK OZETLERI

2.1. Havugcta Sitoplazmik Genetik Erkek Kisirhik Tipleri

Ulkemizde havug iiretimi biiyiik oranda hibrit tohum kullanilarak yapilmaktadir. Havug
iiretiminde hibrit tohumun tercih edilmesinin en biiyiik nedeni verim artis1 saglamasi ve
sekil, tat ve renk yoniinden tekdiize havuglarin iiretilebilmesidir. Ulkemizde havug
dretimi i¢in yaklasik 20 ton tohum kullanilmakta ve bu kullanilan havu¢ tohumu
miktarmin 2 tonu ag¢ik tozlanan popiilasyon ¢esitlerden olusurken kalan 18 tonu hibrit

¢esitlerin tohumudur.

Hibrit havug tohumu dretiminde kullanilan metotlar sitoplazmik genetik erkek kisirligi
iizerine kurulmustur. Havugta iki farkli sitoplazmik genetik erkek kisirlik
tanimlanmistir. Bunlardan biri ‘brown anther’ (kahverengi anter) digeri ise ‘petaloid’
tipi sitoplazmik genetik erkek kisirliktir. Her iki sitoplazmik genetik erkek kisirlik tipi
de hibrit havu¢ tohumu iiretiminde kullanilmaktadir. ‘Brown anther’ sitoplazmik
genetik erkek kisirlik tipinde mayoz boliinmenin son asamasinda bloke edildiginden
anterler gelisememekte ve biiziilmiis kahverengi bir sekil almaktadir (Welch ve Grimbal
1947; Banga ve ark. 1964). Mayoz boliinme tamamlanamadigindan polen
Uretilememektedir. Bu sitoplazmik genetik erkek kisirlik tipi bir¢ok kiiltiirii yapilan

havug cesitlerinde ve yabani havug popiilasyonlarinda goriilmistiir (Ronfort ve ark.
1995).

Diger sitoplazmik genetik erkek kisirlik tipinde ise stamenler (erkek organlar) petala
(tag yaprak) benzeyen yapilara doniistiigi i¢in ‘petaloid” ismi verilmistir (Struckmeyer
ve Simon, 1986) (Sekil 2.1 A,B). Bu sitoplazmik genetik erkek kisirlik tipinde anterler



hi¢ olugmadig1 i¢in polen iiretilememektedir. Petaloid cigeklere sahip havug bitkileri ilk
olarak Thomsom (1961) ve daha sonra McCollum (1966) tarafindan yabani havug
popiilasyonlarinda goriilmiistiir. Gliniimiizde ‘Wisconsin’, ‘Cornell’ ve ‘Guelph’ olmak
iizere 3 farkli petaloid sitoplazma tanimlanmigtir (Morelock ve ark. 1996; Wolyn ve
Chahal 1998; Nothnagel ve ark. 2000). Bu sitoplazmik genetik erkek kisirlik geriye
melezleme yontemi ile birgok kiiltiirli yapilan havug ¢esitlerine hibrit tohum dretimi igin
aktarilmistir. Bu sitoplazmik genetik erkek kisirligi tipinde erkek kisir havug cicekleri
normal c¢iceklerden daha kolay ayirt edilebildigi i¢in giiniimiizde hibrit havug
tohumlarinin ¢ogu petaloid tipi sitoplazmik genetik erkek kisirlik kullanilarak
iretilmektedir. Yapilan arastirmalar ‘brown anther’ ve ‘petaloid’ havuglarin
sitoplazmasmin birbirinden fakli oldugunu ortaya koymustur (Pingitore va ark 1989;
Ronfort ve ark. 1995). Ancak havugta tanimlanan ‘Wisconsin’, ‘Cornell’ ve ‘Guelph’
petaliod tipi sitoplazmalarin ya birbirine ¢ok yakin oldugu ya da genetik olarak

birbirinin ayni1 oldugu belirlenmistir (Morelock ve ark. 1996; Wolyn ve Chahal 1998).

Sekil 2.1. A) Erkek fertile (normal) ve B) Petaloid tipi erkek kisir havug gi¢eklerinin
fotografi

Yapilan arastirmalar, brown anter sitoplazmaya sahip bitkilerde erkek kisirligin ortaya
¢ikmasima gekirdekte bulunan ya homozigot ¢ekinik Ms5 allellerinin ya da Ms4 genin
bir dominant allelinin neden oldugunu ortaya ¢ikarmistir (Hansche ve Gabelman 1963;
Banga 1964).

Wolyn ve Chahal (1998) ‘Wisconsin’, ‘Cornell’ ve ‘Guelph’ petaloid sitoplazmalarini
kullanarak yaptiklar1 ¢caligmada cekirdekte yer alan ve genetik kisirligi kontrol eden iki



adet Rf geni belirlemiglerdir. Yazarlar, bu genlerden sadece birinin dominant allelinin
polen tiretimi (normal ¢igekler) i¢in yeterli oldugunu tespit etmislerdir. Brown anther ve
petaloid sitoplazmalar birbirinden farkli oldugu igin bu sitoplazmalarin Rf gen ya da

genlerinin farkli oldugu belirtilmistir.

2.2. Havucta Yapilan Molekiiler Cahismalar

Son yillarda havucta sitoplazmik genetik erkek kisirlik iizerine yapilan molekiiler
calismalar kisir (S) sitoplazmalar tizerine yogunlagsmustir. Petaloid tipi kisir sitoplazma,
cicek yapisindan daha kolay belirlenebildigi i¢in ve son yillarda hibrit havu¢ tohumu
tretiminde daha c¢ok kullanildigi i¢in petaloid sitoplazmay: (steril) normal (fertil)
sitoplazmadan ayiran mitokondrial DNA markirlar1 gelistirilmistir (Nakajima ve ark.
1999; Bach ve ark. 2002). Nakajima ve ark. (1999) petaloid steril sitoplazmay1 fertil
normal sitoplazmadan ayiran 6 adet mitokondrial STS (Sequence Tagged Sites) markiri
gelistirdiklerini belirtmislerdir. Bach ve ark. (2002) steril petaloid sitoplazmay1 fertil
normal sitoplazmadan ayirmak i¢in havu¢ mitokondrisinin genomunda yer alan genlerin
niikleotid sekanslar1 tizerinde ¢alismislardir. Yazarlar, atpl, atp6, atp9, atp8, nad6, ya
da cob genlerinin nikleotid dizilerinden petaloid sitoplazmay1 normal sitoplazmadan
ayiran PCR’a dayali 14 adet markir gelistirmislerdir. Ancak Robinson ve Wolyn (2006)
atp8 genin ifadesinin petaloid sitoplazmik genetik erkek kisirligiyla iligkisinin

olmadigmi belirlemislerdir.

2.3. Yapilan Diger Molekiiler Calismalar

Hiicre ¢ekirdeginde yer alan ve sitoplazmik genetik erkek kisirligi kontrol eden Rf
genleri, genetik haritalamaya dayali gen klonlama ydntemi kullanilarak petunya
(Bentolila ve ark. 2002), turp (Koizuka et al. 2003; Brown et al. 2003; Desloire et al.
2003), celtik (Kazama ve Toriyama 2003; Komori ark. 2004; Akagi ve ark. 2004), ve
seker pancar1 (Hagihara ve ark. 2005) gibi bir¢ok bitki tiiriinde klonlanmistir. Bu
calismalar, Rf genlerinin ‘pentatricopeptide repeat; PPR’ proteinini kodladigini ortaya
¢ikarmistir. PPR proteinlerinin hiicrede RNA’nin islenmesi ve translasyonun baslamasi

tizerine etkili oldugu belirlenmistir.  Bu proteinler hem protein hem de RNA



molekiillerine spesifik olarak baglandig: literatiirde belirtilmektedir (Geddy ve Brown
2007). PPR proteinlerinin bu 06zelliginden dolayr erkek kisirliga neden olan
mitokondrial proteinlerin birikimini engelledigi diistiniilmektedir. Ancak son yillarda
yapilan ¢aligmalar ise daha ¢ok Rf genlerinin haritalanmasi {izerine yogunlasmistir. Islah
calismalarini kolaylastirmasi nedeniyle biiylik oranda hibrit tohum kullanilarak iiretimi
yapilan soganda (Gokge ve ark. 2002; Bang ve ark. 2011), aygigeginde (Yue ve ark
2010) ve sorgumda (Jordan ve ark 2010) Rf genlerinin genetik haritasi molekiiler

markirlar kullanilarak ¢ikartilmistir.

Amplifed fragment lenght polymorphisms (AFLP) markir sistemi Vos ve ark. (1995)
tarafindan gelistirilmis ve giiniimiizde bitkilerde genetik haritalama calismalarinda
yaygin olarak kullanilmaktadir. Bitkilerde polimorfik AFLP markir1 sayisinin ¢ok
olmasi, ¢alisilan bitki tiirii tizerinde daha dnceden yapilan bir molekiiler ¢alismaya gerek
duyulmamasi, her bitki tiirlinde uygulanabilir olmasi, tekrarlanabilir olmas1 nedeniyle
guvenilir bir markir tiirii olmasi, bir reaksiyonda 50-100 adet markirin kolaylikla
analizinin yapilabilmesi nedeniyle markir basina maliyetin diisiik olmasi ve bitki
genomunda esit olarak dagilmasi AFLP marklarmnin en biiyiik avantajlaridir. Bu markir
tirindn en biyik dezavantaji ise dominant markir olmasidir. AFLP markirlar1 bu
Ozelliklerinden dolay1 havug bitkisinde yapilan genetik haritalama ¢alismalarinda en ¢ok
tercih edilen markirlardan biri olmustur. AFLP markirlar1 havugta karoten birikimine
neden olan Y2 lokusunun haritalanmasinda (Bradeen ve Simon 1998), karoten ve
likopen igerigini etkileyen QTL lokuslarmnin haritalanmasinda (Santos ve Simon, 2002),
sar1 yaprak lokusunun haritalanmasinda (Nothnagel ve Straka 2003) ve kompak yaprak

lokusunun haritalanmasinda (Nothnagel ve ark 2005) kullanilmistir.

AFLP markir sistemi genetik haritalama calismalarinda en ¢ok tercih edilen markir
sistemlerinden biri olmasma ragmen markir yardimi ile seleksiyon ¢alismalarmda ¢ok
tercih edilen bir markir sistemi degildir. AFLP markir sistemi, DNA’nin restriksiyon
enzimleri ile kesimini, adaptorlerin baglanmasmi ve DNA’ nin segici olarak iki defa
cogaltildiktan sonra poliakrilamit jelde analizinin yapilmasini gerektirdiginden, AFLP
markirlart markir yardimi ile seleksiyon gibi kisa zamanda ¢ok sayida bitki genotipinin

belirlenmesini gerektiren caligsmalarda tercih edilmemektedir. STS markirlarmin
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gelistirilmesi fikri ilk defa Olson ve ark. (1989) tarafindan ortaya konulmustur. Daha
sonta AFLP markirlarinin da kullanomi daha kolay olan STS markirlarina
doniistiiriilmesi tercih edilmistir (Bradeen ve Simom, 1998; Meksem ve ark. 2001;
Tezuka ve ark. 2009; Juergens ve ark. 2010; Kang ve ark. 2010; Kubo ve ark. 2010).
AFLP markirlarindan STS markirlarmin gelistirilmesi i¢in 6ncelikle AFLP markirinin
bulundugu DNA boélgesinin niikleotid dizileri belirlenmektedir. Belirlenen niikleotid
dizileri kullanilarak 200-500b¢ bir DNA pargasini ¢ogaltan primerler tasarlanmaktadir.
Bu primerler kullanilarak PCR’la ¢ogaltilan DNA agaroz jelde biiylikliigiine gore
ayristirilarak STS markirlarinin analizleri yapilmaktadir. Boylece AFLP markirmin
belirledigi DNA bdlgesi kullanimi kolay polimorfik STS markir1 ile isaretlenmis

olmaktadir.

3. MATERYAL VE YONTEM

Bu arastirma 2012-2014 yillarinda Uludag Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bahce Bitkileri
Boliimiine ait Biyoteknoloji ve Molekiiler Biyoloji Laboratuvarlarinda yiirtitilmiistiir.
Bu tez ‘Havug bitkisinde sitoplazmik genetik erkek kisirligi kontrol eden hiicre
cekirdeginde yer alan genlerin genetik haritasimin  AFLP markirlar1 kullanilarak

belirlenmesi’ adli TUBITAK projesinin bir béliimiidiir (Proje no:1110119).

3.1. Materyal

Bitki materyali olarak iki havu¢ popllasyonu kullanilmistir. Bu popilasyonlardan
birincisi haritalama poptlasyonu bir (HP1) digeri ise haritalama populasyonu iki (HP2)
olarak adlandirilmistir. Bu popiilasyonlarda kullanilan bitkiler hibrit havu¢ tohumu
tiretiminde yaygin olarak kullanilan petaloid sitoplazmaya sahiptirler. Popiilasyonlarda
hiicre ¢ekirdeginde bulunan havugta sitoplazmik genetik erkek kisirligi etkileyen Rf

genleri agilim gostermektedir.

Haritalama popiilasyonu 1 (HP1)

Bu popiilasyonun elde edilmesi i¢in dnce erkek kisir olan bir bitki normal ciceklere

sahip bagka bir fertil bitki ile melezlenerek F1 bitkiler elde edilmistir. Daha sonra fertil
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ciceklere sahip bir F1 bitkisi kendilenerek F2 olan ¢igek yapilari yoniinden agilim
gosteren HP1 elde edilmisti. HP1 popilasyonu F2 popilasyonudur ve HP1

popiilasyonun nasil olusturuldugu asagidaki sekilde verilmistir.

Erkek kisir ana hat X Normal gigeklere sahip fertil baba hat

| =

Hepsi normal ciceklere sahip F1 popilasyonu
(Bir tane F1 bitkisinin kendilenmesi)

|

F2 (Rf genlerinin agilim gosterdigi HP1)

Haritalama populasyonu 2 (HP2)

F1 bitkilerinden normal ¢igeklere sahip bir bitkinin kendilenmesi ile elde edilmistir. Bu

popiilasyonun nasil gelistirildigi asagidaki diyagramda gosterilmektedir.

Erkek kisir ana hat X Normal ¢igeklere sahip baba hat

l@

Hepsi normal ciceklere sahip F1 popilasyonu
(Bir tane F1 bitkisinin kendilenmesi)

Acilim gosteren F2 popiilasyonu
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3.2. YOontem

3.2.1. Haritalama popiilasyonlarinin elde edilmesi

3.2.1.1. Tohum ekimi

HP1 ve HP2 popiilasyonlarma ait tohumlar araziye ekilerek kok gelisimi saglanmistir

(Sekil 3.1).

Sekil 3.1. A) Havug tohumlarmi ekmek iizere topragn hazirlanmasi, B) EKim sonrasi
topragim sulanmasi

3.2.1.2. Havug koklerinin hasat edilmesi

Hasat edilen havuclarm yapraklar1 Sekil 3.2°de goriildiigii gibi kesilmistir. Koklerin
iizerinde bulunan toprak kalintilar1 ve Olii yaprak dokulari temizlenip kok uglari
kesildikten sonra 10-12 havug¢ kokii kagit torbalara konulmus ve {izerlerine bir avug
odun talas1 eklenmistir. Kagit torbalar katlanip plastik torbalar i¢in konulmus ve plastik

torbalarm agizlar1 nem kaybini 6nlemek i¢in sikica kapatimistir.
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Sekil 3.2. Hasat edilen havug bitkileri

3.2.1.3. Vernalizasyon ihtiyacinin karsilanmasi

Hasat edilen havu¢ koklerinin vernalizasyon ihtiyacin1 karsilamasi igin  +4°C
sicakliktaki soguk hava deposuna konulmuslardir. Depodaki havuglar haftada bir kez
bazi torbalar agilarak durumlar1 kontrol edilmistir. Havuglar +4°C sicaklikta 6-8 haftalik
bir vernalizasyona ihtiya¢ duymaktadir. Vernalizasyon isleminden sonra havug kokleri

tekrar araziye dikilerek popiilasyonun gelistirilmesine devam edilmistir.

3.2.1.4. Havug koklerinin tekrar araziye dikimi

Havuc kokleri Uludag Universitesi Ziraat Fakiiltesi'nin arastirma uygulama arazisine
dikilmiglerdir. K6klerin dikiminde herhangi bir seleksiyon yapilmamustir. Dikilen havug
koklerinden gelisen bitkiler diizenli olarak damla sulama ile sulanmistir. Dikimden 2
hafta sonra 15:15:15 (kompoze giibre; EGE Giibre, Izmir) tipi giibre ile beslenmistir
(Sekil 3.3. A,B,C,D).
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Sekil 3.3. Araziye dikilen havug¢ koklerinden biylyen bitkilerinin arazideki gelisimi.
A) Koklerin araziye dikiminden sonra blylyen havug bitkileri, B) Cicek slrgun
gelismeye baslamig bir bitki, C) Primer semsiyesi gelismis bir bitki ve D) Primer
semsiyesi tam ¢igeklenme doneminde olan bir bitki
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Yetistirilen bu bitkiler tek tek Delnet (DelStar International, Ltd., Bristol, Ingiltere)
izolasyon torbalar1 ile izole edilmis ve ¢igeklenme donemi boyunca pamuk kullanilarak

her giin sabah elle tozlama yapilmistir (Sekil 3.4. A,B).

Sekil 3.4. Havug bitkilerinden bir goruntli A) Delnet izolasyon torbalari ile izole
edilmis havug bitkileri, B) Melezleme yapilan havug bitkileri

Kapatilan bitkilerin ¢igek yapist biiyiitecle incelenerek ¢aprazlama yapilmistir. Bunlara
ek olarak HP1 ve HP2 popilasyonun her birinden normal ciceklere sahip 32 bitki
kendilenmistir. Kendileme icin caprazlamada oldugu gibi bitkiler tek tek Delnet
(DelStar International, Ltd., Bristol, ingiltere) izolasyon torbalar1 ile izole edilmis ve
ciceklenme donemi boyunca pamuk kullanilarak her giin sabah elle tozlama yapilmistir
(Sekil 3.5). Cigek yapilart belirlenen bitkilerde ayni zamanda DNA izolasyonu igin

yaprak ornekleri toplanmustir.

16



Sekil 3.5. Kendileme yapilarak Delnet izolasyon torbasi ile izole edilmis havug bitkisi

3.2.1.5. Yaprak orneklerinin alnmasi

HP1 ve HP2 popiilasyonlarma ait biitiin bitkilerden DNA izolasyonu yapmak Uzere
yaprak Ornekleri alimmustir. Yaprak Ornekleri sabahin erken saatlerinde almmustir.
Yaprak o6rnegi olarak en geng yapraklar tercih edilmistir. Yapraklar alindiktan sonra
laboratuvara goétiiriiliinceye kadar buz iizerinde saklanmistir. Laboratuvara ulastirilan
ornekler liyofilizatore konularak kurutulmustur. Liyofilizatdrde kurutma islemi 5 giin
stirmiistiir. Kurutulan yaprak o6rnekleri DNA izolasyonu i¢in kullanilincaya kadar
saklanmak i¢in plastik torbalara konulmus ve plastik torbalar sikica kapatildiktan sonra

-80°C saklanmustir.

3.2.1.6. Tohumlarin hasat edilmesi

HP1 ve HP2 popilasyonuna ait bitki tohumlarinin olgunlasan ¢igekleri kademeli olarak
hasat edilmis ve kagit torbalara konulmustur. Kagit torbalar i¢indeki ¢igekler
laboratuvara getirilmis ve laboratuvarda 2 hafta daha kurutulmustur. Kagit torbalar
icinde kuruyan cigekler Gzerindeki tohumlar elle gicek semsiyelerinden ayrilmis ve

elekler yardimi ile temizlendikten sonra tohum zarflarina konularak etiketlenmistir.
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3.2.2. Molekiiler Calismalar

3.2.2.1. DNA orneklerinin elde edilmesi

DNA orneklerinin ¢ikarilmast Fiitterer ve ark. (1995) tanimladigi yonteme gore

yapilmstir.

Bu ydntem havugta daha dnce yapilan ¢alismalarda da basari ile kullanilmistir (Ipek ve

ark. 2006). DNA 1zolasyonunda kullanilan protokol asagidaki gibidir:

1.

10.

Liyofilizatorde kurutulup -80°C’ye kaldirilan ornekler oda sicakligina
getirildikten sonra 75 mg tartilip ardindan RNaz ve DNaz’dan ari steril
mikrosantrifiij tiiplerine aktarilmistir.

Yaprak Orneklerinin par¢alanmasi amaciyla santrifij tlplerine 3 adet 6mm
capmdaki cam boncuk ve 5 adet 3mm ¢apindaki cam boncuklardan konularak
ogiitiici yardimiyla ornekler 6glitiilmiistiir.

Ogiitiilen &rneklerin {izerine 1ml ekstraksiyon tamponu [S0 mM Tris-HCI pH
8.0, 1% (w/v) CTAB, 50 mM Na2EDTA, 0.7 M NaCl] eklenerek vorteksle
karistirilmistir.

Ornekler 65°C’deki su banyosunda 30 dakika inkiibe edilmistir, inkiibasyon
esnasinda 10dk araliklarla 6rnekler elle karistirilmistir.

Su banyosundan c¢ikarilan 6rneklerin zerine 800 pl kloroform izoamilalkol
(24:1) eklenip 5 dakika 16 000 g hizda santrifiij edilmistir. Daha sonra tiipte
meydana gelen sulu st faz yeni 2 ml mikrosantrifiij tiiplerine aktarilmustir.
Fazin iizerine 80ul %10’luk CTAB tamponu ve 800ul CO tamponu eklenip
karistirilmigtir. Ornekler tekrar 16 000 g hizda 5 dakika santrifiij edildikten
sonra sulu st faz yeni 2 ml mikrosantrifij tlplerine aktarilmistir.

Tiiplere aktarilan fazm {tzerine 800ul ¢okeltme tamponu (PB) eklenip
karistirildiktan sonra oda sicakliginda 30 dakika tutulmustur.

Daha sonra 10 dakika 16 000 g hizda santrifiij edilerek DNA ¢okeltilmistir.
Tiipteki sivi dokiildikten sonra ¢okelmis DNA’lar 400ul 1M NaCl cozeltisi
icerisinde tekrar ¢ozilmiistiir.

400ul 1M NaCl igindeki DNA 0rnekleri tGzerine 1 ml %96’lik etanol eklenip
20°C’de bir gece tutulmustur.
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11. Ertesi glin DNA o6rnekleri 16 000 g hizda 10 dakika santriflij edilerek DNA’lar
tekrar ¢cokeltilmistir.

12. Tiplerdeki NaCl ve etanol karisimi dokiiliip ¢okeltiye tekrar %70’lik etanol
eklenerek DNA yikanmistir.

13. 16 000 g’de 5 dakika santrifiij yapildiktan sonra etanol tiiplerden dokiilmiistiir.

14. Tupler kagit havlular iizerine ters cevrilip konularak tiiplerde yapisip kalan
etanol uzaklastirilmistir. Daha sonra DNA’lar 100ul TE tamponu iginde tekrar
¢Oziilmiistiir. DNA kalitesini ve konsantrasyonu Qubit flourometre (Invitrogen)
ile belirlendikten sonra DNA konsantrasyonlar1 50 ng/ul olacak sekilde TE
tamponu ile ayarlanmustir. DNA &rnekleri kullamlincaya kadar -80°C’de

saklanmustir.

3.2.2.2. AFLP analizi

Havugta genetik haritalama caligmalarinda en yaygin ve etkili olarak kullanilan
molekiiler markir sistemlerinden birinin AFLP markirlar1 oldugu gosterilmistir. AFLP
markirlar1 kullanilarak havu¢ genleri basari ile haritalanmistir (Bradeen ve Simom,
1998; Santos ve Simon, 2002; Nothnagel ve Straka 2003; Nothnagel ve ark. 2005). Bu
nedenle bu arastirmada da hiicre ¢ekirdeginde sitoplazmik genetik erkek kisirliga neden
olan Rf genlerinin haritalanmasi i¢gin AFLP markirlarinin kullanilmasi tercih edilmistir.
Bu analiz i¢in AFLP Sistem 1 kiti (Invitrogen) kullanilmistir. AFLP analizi enzim
kesimi, adaptor baglanmasi, 6n cogaltim ve secici cogaltim asamalan dikkate

alinarak dort basamakta gerceklestirilmistir.

3.2.2.3. DNA’larn restriksiyon enzimleri (Msel ve Eco RI) ile kesilmesi

DNA (250ng) 6rnegi, EcoRI ve Msel restriksiyon endoniikleazlari ile iiretici firmanin
asagida verilen yontemine gore kesilmistir. DNA iizerinde; Msel enzimi “TTAA”,

EcoRI enzimi ise “GAATTC” nukleotid dizisinden kesim yapmaktadir.

5X Reaksiyon tampon c¢ozeltisi 2,5ul
Eco R I+Mse | enzimi 1 ul
H20 3ul
DNA (250 ng/1 rxn) o ul
Toplam 12,5 ul
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Reaksiyonlar, DNA’larin kesilmesi i¢in 37°C’de 3 saat siire ile bekletilmiglerdir. Daha

sonra 70°C’de 15 dk tutularak restriksiyon enzimleri inaktif edilmistir.

3.2.2.4. Adaptorlerin baglanmasi

Restriksiyon endoniikleazlari ile kesilmis olan ¢ift iplikli DNA molekiiliine adaptorlerin
baglanmasi ligasyon reaksiyonu ile gergeklesmektedir. Adaptorler iki sarmal olarak
hazirlanan ve nikleotid dizileri bilinen yapay oligonukleotidler olup EcoRI ve Msel
enzimlerin kesim sekanslarini igermektedir. Kesilen DNA pargaciklarina adaptorler 20

°C’de 3 saat slrede tutularak baglanmislardir.

Adaptorleri baglanmasi i¢in kullanilan reaksiyonun bilesenleri asagidaki gibidir:

Adaptor baglama soliisyonu 12 ul
(0.5 uM EcoR ve 5 uM Msel adaptor)

T4 DNA ligase (10 u/ pl) 0,5 ul
Kesilmis DNA parcalari 12,5 ul
Toplam 25 ul

3.2.2.5 On secici cogaltma

Ligasyon reaksiyonunun ardindan, on segici cogaltim (pre-amplification) islemi PCR ile
gerceklestirilmistir. On segici ¢ogaltim reaksiyonunda kullanilan PCR reaksiyonun

bilesenleri agsagidaki gibidir.

On secici cogaltma primer karisim (1ml)
EcoRI preamp pri. (100 uM) 4 ul
Msel preamp pri. (100 uM) 4 ul
dNPT mix (25mM) 50 wl
H20 942 ul
Toplam 1000 pul
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On secici cogaltim reaksiyonu  1/2 reaksiyon

Pre-amp primer karigimi 20 ul

Kesilmis ve adaptorler eklenmis DNA ~ 0,25ul

(10 kez seyreltilmis)

10X PCR tamponu 2,7 ul
MgCl, (25mM) 1,6 ul
Taq DNA polymerase (5U/ul) 0,5
H20 1,05 w
Toplam 27,1 ul

3.2.2.6. Segici cogaltma

On segici cogaltmada elde edilen PCR iiriinleri 1/50 oraninda TE (Tris-EDTA) tamponu

icerisinde seyreltildikten sonra tekrar PCR cihazinda segici ¢ogaltma islemlerine tabi

tutulmustur. Bu asamada Msel primerlerine (Cizelge 3.1.). 3 secici niikleotid (EcoR+3)

ve EcoRI primerlerine (Cizelge 3.2.) 3 secici nikleotid (Msel+3) eklenmistir. ECORI

primerleri LiCor cihazinda goriintiileme yapabilmek i¢in 700 veya 800 infrared

boyalarla isaretlenmistir.
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Cizelge 3.1. Segici cogaltmada kullanilan Msel primerleri

No Secici Cogaltim Primerleri Sekans

1 M-CAG GATGAGTCCTGAGTAACAG
2 M-CAC GATGAGTCCTGAGTAACAC
3 M-CAT GATGAGTCCTGAGTAACAT
4 M-CAA GATGAGTCCTGAGTAACAA
5 M-CTA GATGAGTCCTGAGTAACTA
6 M-CTT GATGAGTCCTGAGTAACTT

7 M-CTC GATGAGTCCTGAGTAACTC

8 M-CTG GATGAGTCCTGAGTAACTG

9 M-CCA GATGAGTCCTGAGTAACCA
10 M-CCT GATGAGTCCTGAGTAACCT

11 M-CCG GATGAGTCCTGAGTAACCG
12 M-CGA GATGAGTCCTGAGTAACGA
13 M-CGT GATGAGTCCTGAGTAACGT
14 M-CGC GATGAGTCCTGAGTAACGC
15 M-CGG GATGAGTCCTGAGTAACGG
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Cizelge 3.2 Segici gogaltmada kullanilan EcoRI primerleri

No Segici Cogaltim Primerleri Sekans

1 E-AAG-700 GACTGCGTACCAATTCAAG
2 E-AAC-800 GACTGCGTACCAATTCAAC
3 E-AAT-700 GACTGCGTACCAATTCAAT
4 E-ACC-800 GACTGCGTACCAATTCACC
5 E-ACG-700 GACTGCGTACCAATTCACG
6 E-ACT-800 GACTGCGTACCAATTCACT
7 E-ACA-700 GACTGCGTACCAATTCACA
8 E-AGC-800 GACTGCGTACCAATTCAGC
9 E-AGG-700 GACTGCGTACCAATTCAGG
10 E-AGA-800 GACTGCGTACCAATTCAGA
11 E-AGT-700 GACTGCGTACCAATTCAGT
12 E-ATT-800 GACTGCGTACCAATTCATT
13 E-ATA-700 GACTGCGTACCAATTCATA
14 E-ATG-800 GACTGCGTACCAATTCATG
15 E-ATC-700 GACTGCGTACCAATTCATC

23




Secici cogaltim PCR reaksiyonu

DNA (50X seyreltilmis) 2 ul
10X PCR tamponu 1.25 pl
MgCl, (25mM) 0.8 5ul
dNTPs (2mM) 1.25 ul
EcoRlI-sel primeri-700 0.5ul
EcoRlI-sel primeri-800 0.5ul
Mse-sel primeri 1.5l
Taq DNA polymerase (5U/ul) 0,15 ul
H20 4.5l
Toplam 12.5 ul

Secici ¢ogaltmada kullanilan PCR reaksiyonun sicaklik dongitisii

1-  94°C 5dk

2-  94°C 40 sn

3- 65°C 1 dk (Her dongiide sicaklik 0,7 °C diisiiriilmektedir)
4- 72°C 1.40 dk

2 ile 4 arasindaki basamaklar 13 dongii.

5-  94°C 40 sn

6- 56 °C 1dk

7- 2°C 1.40 dk

5 ile 7 arasindaki basamaklar 23 dongii.

Secici olarak ¢ogaltilan reaksiyonlar agagidaki sekilde seyreltilmistir,
H20 4 ul

Y ukleme tamponu 5ul

(10 ml Formamid, 10 mg bromfenol mavisi, 200 pl 0,5 M EDTA)

Secici olarak cogaltilan reaksiyonlar 1 ul

Toplam 10 pl
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Seyreltilmis reaksiyonlar 90°C’de 5 dk tutularak DNA parcaciklar1 denatiire edilmis ve
hemen buz ilizerinde sogutulmuslardir. Denatiire edilen ve sogutulan reaksiyonlardan
0.03 ul alimip, 30 dk pre-run yapilan Li-Cor 4300 DNA analiz cihaz1 (Li-Cor,
Biosciences, USA) i¢indeki %6’lik poliakrilamid jele yiikleme yapilmistir. Cihazda
biiylikliigiine gore ayristirilan DNA’lara ait bantlarin goriintiilenmesi anlik olarak

bilgisayar ekranindan takip edilmistir.

3.2.2.7. Giimiis nitrat boyama

LiCor DNA analyser 4300 cihazi ile yapilan analizler sonucunda fertil ve steril bitkiler
arasinda farklilik gosteren bantlar belirlenmis ve ayni primer kombinasyonlariyla segici
cogaltma PCR kosullar1 kullanilarak tekrar ¢cogaltilmistir. Segici olarak ¢ogaltilan AFLP
ile ¢ogaltilan DNA parcalari, % 6’lik poliakrilamid jel igerisinde biiyiikliigiine gore
ayrilmistir.

% 6 konsantrasyonda poliakrilamid jel hazirlamak icin;

100 ml TBE (5X) buffer, (Tris-Base, Boric asit, EDTA(Na2.EDTA.H20))
75 ml % 40’lik Acrylamide (19:1Acrylamide,N,N’ methylene bis-acrylamide)
210 g Ure

Soliisyondan 60 ml alinarak iizerine 300 ul APS (Amonium persulfate (% 10)) ve 30 ul
TEMED (Tetramethylethylenediamine) eklenerek elektroforez camlarina dokiilmiistiir.

Jelin polimerize olmasi i¢in 2 saat beklenmistir.

Reaksiyonlarin iizerine esit miktarda yiikleme tamponu (10 ml Formamid, 10 mg
bromfenol mavisi, 200 pl 0,5 M EDTA) eklenmistir. Reaksiyonlar 94°C’de 5 dk
tutularak DNA pargaciklar1 denatiire edilmis ve hemen buz iizerinde sogutulmuslardir.
Denature edilen ve sogutulan reaksiyonlardan 5 pl alinarak, 30 dk 6n 1sitma yapilan %
6’lik poliakrilamid jel icerisinde Aluminum-Backed Sequencers (Thermo Scientific, EC
160 DNA Sequencing System) cihazi kullanilarak 60 W gligle 2 saat 30 dakika sure ile
ayristirilmistir.
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Glimiis nitrat boyama i¢in gerekli soliisyonlar asagidaki gibidir;

1.
2.

Fiksatif soliisyon: % 10’luk glacial asetik asit

Jel boyama soliisyonu: 2 g AgNO3 + 3ml %37’°lik Formaldehite’in 2L saf suda
cozinmesiyle elde edilir.

Developing soliisyonu: 60 g Na,COs; 2L saf suda ¢oziniir ve 10 °C’ ye
sogutulduktan sonra iizerine 3 ml Formaldehite ve 400 pl Sodyum Thiosiilfate

(%10°1Iuk) eklenerek elde edilir.

Glimiis nitrat boyama icin asagida verilen protokol takip edilmistir.

1.

Elektroforezden sonra camlar plastik bir aparat yardimiyla dikkatlice ayrilmistir.
Jelin uzun camda kalmasi amaglanmustir.

Jel oncelikle fiksatif soliisyon icerisine koyularak 20 dakika boyunca hafif
sekilde ¢alkalanmistir.

Soliisyondan ¢ikarilan jel 3 kez ddH,O ile calkalanmuistir.

Jel boyama soliisyonuna transfer edilerek 30 dakika boyunca bu soliisyonda
bekletilmistir.

Daha sonra jel developing soliisyonuna aktarilarak PCR fiiriinleri jel igerisinde
gorunene kadar calkalanmistir.

Bantlar goriilmeye baslayinca bu solisyon uUzerine fiksatif solisyonu direkt
olarak eklenerek bantlarin daha 1yi gériinmesi ve kalic1 olmasi1 saglanmustir.

Son olarak jel 2 kez ddH,O ile ¢alkalanarak kurumaya birakilmis ve jelin

fotografi ¢ekilmistir.
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3.2.2.8. AFLP bantlarinin poliakrilamid jelden kesilmesi ve izole edilmesi

DNA bantlarmin giimiis boyama yontemi ile goriintiilenmesinin ardindan, fertil ve steril
bitkiler arasinda farkli ifade olan bantlar poliakrilamid jel {izerinde belirlenmistir. Steril
bitkilerde olmayip fertil bitkilerde olan bantlardan 5 tanesi dizi analizleri icin
poliakrilamid jelden keskin bir bisturi yardimiyla kesilmistir. Kesme islemi beyaz 151k

veren negateskop cihazi iizerinde gerceklestirilmistir.

Kesilen bant, i¢cinde 75 pl TE (Tris-EDTA) ¢6zeltisi bulunan 1,5 ml tip iginde bir gece
buzdolabinda 4°C’de bekletilmistir. Bekleme isleminden sonra, kesilen AFLP banti
pipet ucu ile iyice pargalanmistir. Daha sonra bu tiip mikrosantrifiij cihazinda 1 dk kadar
santrifiiz yapilarak jel parcalariin tiip dibinde ¢okelmesi ve DNA’nin ise ¢ozelti icinde
kalmasi1 saglanmistir. Elde edilen 6rnek daha sonraki asamalar i¢cin —20°C’de muhafaza

edilmistir.

3.2.2.9. DNA-AFLP bantlarinin tekrar ¢ogaltilmasi

Poliakrilamid jelinden izole edilen AFLP bantlar1 PCR ile tekrar ¢ogaltilmis ve tekrar
agaroz jelden izole edilmistir. AFLP bantlarmin g¢ogaltilmasi i¢in kullanilan PCR

reaksiyonu ve PCR dongiisii asagidaki gibidir.

PCR reaksiyonunun bilesenleri

Akrilamid Jelden izole Edilen DNA 2 ul
10X PCR tamponu 2ul
dNTPs (2,5mM) 2ul
EcoR-sel primeri (5 pM/pl) dnsegici cogaltma 0,8 ul
Msel-sel primeri (5 uM/pl) dnsegici cogaltma 0,8 pl
Taq DNA polymerase (5U/ul) 0,16 ul
H20 12,24 ul
Toplam 20 pl
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Sicaklik dongiisii

1- 94°C 2 dk
2-94°C 45 sn
3-56°C 1dk
4-72°C 1dk
Basamak 2 ile 4 aras1 35 dongii

5-72°C 5dk
6-4 °C 0

3.2.2.10. Bantlarin agaroz jelden izole edilmesi

PCR cihazinda tekrar ¢ogaltilan AFLP bantlari, % 2’lik agaroz jelde ayristirilmistir.

Bant, agaroz jelden 6zel bir pipet ucu ile kesilmistir. Kesilen AFLP bantlar1 izole

edilerek dizi analizleri i¢in saflagtirilmustir. Kesilen bantlarm agaroz jelden

izolasyonunda “EZ-10 Spin Column DNA Gel Extraction kiti (BioBasic, Kanada)”

kullanilmstir.

Bantlarin jelden izole edilmesi asagidaki gibi yapilmistir:

1.

Jelden kesilen parcalar tartilarak 1,5 ml’lik mikrosantrifij tiiplerine
konulmustur, daha sonra Orneklerin iizerine agirhigm 3 kati kadar Binding
Solution eklenmistir.

Soliisyon eklenen tiipler 55°C’de inkiibe edilerek jel pargalarinin erimesi

saglanmustir.

3. Jel pargalar1 eridikten sonra agirhigi kadar izoproponal eklenmistir.

Karigim filtreli mikrosantrifiij tiiplerine aktarilarak 16 000 g’de 1dk santrifiij
yapilmistir.

Tiiplerin alt kisminda kalan sivi dokiildiikten sonra filtreli kisma 500 ul Wash
Solution eklenerek 16 000 g’de 2dk santrifiij yapilmustir.

Filtreler yeni tiiplere aktarilarak iizerine 30 pl Elution Buffer eklenmistir.
Ornekler oda sicakliginda 1 dk inkiibe edildikten sonra 16 000 g’de 2dk santrifii]
yapilmustir.

Elde edilen AFLP DNA pargalar1 sekanslama yapilmak iizere 6zel bir firmaya

gonderilmistir.
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3.2.2.11. TAIL PCR

Markir-1’in EcoRI ucuna bitisik olan DNA pargasinin ¢ogaltilmasi i¢gin TAIL-PCR

yontemi kullanilmistir.

Markir-1’in niikleotid dizisinden (¢ spesifik primer (SP) dizayn edilmistir. SP1 en
distaki primer, SP2 ortadaki primer, SP3 ise dizilimini bildigimiz sekansin en sonundaki
primerdir. Her primer igin bir arbitrary degenerate (AD) primer kullanilmak iizere TAIL

PCR ii¢ asamada gercgeklestirilmistir.

Cizelge 3.3. AD (Arbitrary Degenerate) Primer Sekanslari

Isim Sekans(5'-3") Uzunluk | Sicakhk | Degeneracy

TAIL-AD1: NGT CGA SWG ANA WGAA | 16-mer | 46 °C 128X

TAIL-AD2: STT GNT AST NCT NTGC 16-mer |46 °C 256X

TAIL-AD3: WGT GNA GWA NCA NAGA | 16-mer | 46 °C 256X

TAIL-AD4: GTN CGA SWC ANA WGTT | 16-mer |46 °C 128X

TAIL-ADS5: WCA GNT GWT NGT NCTG | 16-mer | 46 °C 256X

S=Cveya G
W= Aveya T

1. TAIL-PCR Reaksiyonu

Genomik DNA (50X seyreltilmis) 1ul
10X PCR tamponu 2 ul
MgCI2 (256mM) 1.2ul
dNTPs (2mM) 2.5ul
AD Primer*(10pmol/ul) 8 ul
SP1 Primer (10pmol/ul) 1w
Taq DNA polymerase (5U/ul) 0,2 ul
H20 4.1l
Toplam 20 ul

*AD1, AD2, AD3, AD4 veya ADS primerlerinden sadece bir tanesi kullanilir.
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1.TAIL-PCR reaksiyonun sicaklik dongiisii

1-  94°C 2 dk

2-  94°C 30 sn

3- 60°C 1dk

4-  72°C 2 dk

2 ile 4 arasindaki basamaklar 5 dongu.
5-  94°C 30sn

6- 25°C 1dk

7*- 72 °C 2dk

5 ile 7 arasindaki basamaklar 1 dongu.
8- 94°C 30 sn

9- 44°C 1dk

10- 72°C 2 dk

8 ile 10 arasindaki basamaklar 10 dongii.
11- 94°C 30sn

12- 60°C 1dk

13- 72°C 2 dk

14- 94°C 30sn

15- 60°C 1dk

16- 72°C 2dk

17- 94°C 30sn

18- 44°C 1dk

19- 72°C 2dk

11 ile 19 arasindaki basamaklar 15 dongii.
20- 72°C 5dk
*25°C’den 72°C’ye saniyede 0.25°C artarak ¢cikmistir. Diger sicaklik artiglar1 saniyede

1°C ile smirhdir.
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2. TAIL-PCR Reaksiyonu

1.PCR drdna 1l
10X PCR tamponu 2 ul
MgCI2 (25mM) 1.2 ul
dNTPs (2mM) 2.5l
AD Primer*(10pmol/pl) 6 ul
SP2 Primer (10pmol/pl) 1ul
Taq DNA polymerase (5U/ul) 0,2 ul
H20 6.1 ul
Toplam 20 ul

*1. Reaksiyonda kullanilan AD primeri kullanilir

2.TAIL-PCR reaksiyonun sicaklik dongiisii

1-  94°C 2 dk
2-  94°C 30 sn
3- 60°C 1dk
4- 72°C 2 dk
5-  94°C 30 sn
6- 60°C 1dk
7*- 72°C 2dk
8- 94°C 30 sn
9- 44°C 1dk
10- 72°C 2 dk

2 ile 10 arasindaki basamaklar 15 dongti.

11- 72°C 5dk
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3.TAIL-PCR Reaksiyonu

2.PCR Urunt 1l
10X PCR tamponu 2 ul
MgCI2 (25mM) 1,2ul
dNTPs (2mM) 2,5l
AD Primer*(10pmol/pl) 4 ul
SP3 Primer (10pmol/ul) 1l
Taq DNA polymerase (5U/ul) 0,2 ul
H20 8,1ul
Toplam 20 ul

*1. ve 2. reaksiyonda kullanilan AD primeri kullanilir.

3.TAIL-PCR reaksiyonun sicaklik dongtisii

1-  94°C 2 dk
2-  94°C 30 sn
3- 60°C 1dk
4- 72°C 2 dk
5-  94°C 30 sn
6- 60°C 1dk
7*- 72°C 2dk
8- 94°C 30 sn
9- 44°C 1dk
10- 72°C 2 dk
2 ile 10 arasindaki basamaklar 15 dongti.
11- 72°C 5dk

Cogaltilan DNA parcalar1 AFLP DNA pargalarinda oldugu gibi agaroz jelde
yuriitiilmiistiir. Elde edilen bantlar kesilip yine ayni sekilde ekstrakte edilmistir.

Bantlarm niikleotid dizlerinin belirlenmesi 6zel bir firmaya yaptirilmigtir.
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4. BULGULAR

4.1. Cicek Yapilarmin Belirlenmesi

HP1 populasyonunda toplam 96 bitkinin ve HP2 populasyonunda ise toplam 160

bitkinin ¢i¢ek yapisi incelenmistir.

Cizelge 4.1. Cigek yapilar1 incelenen HP1 popiilasyonuna ait bitkilerin listesi

HP1 Populasyonu HP1 Populasyonu
HP1-01 Fertil HP1-19 Kisir
HP1-02 Fertil HP1-20 Kisir
HP1-03 Kisir HP1-21 Kisir
HP1-04 Fertil HP1-22 Fertil
HP1-05 Fertil HP1-23 Fertil
HP1-06 Fertil HP1-24 Kstr
HP1-07 Fertil HP1-25 Kistr
HP1-08 Fertil HP1-26 Kisir
HP1-09 Fertil HP1-27 Fertil
HP1-10 Fertil HP1-28 Kisir
HP1-11 Fertil HP1-29 Kisir
HP1-12 Fertil HP1-30 Kisir
HP1-13 Fertil HP1-31 Kisir
HP1-14 Fertil HP1-32 Fertil
HP1-15 Fertil HP1-33 Fertil
HP1-16 Kisir HP1-34 Kisir
HP1-17 Fertil HP1-35 Fertil
HP1-18 Fertil HP1-36 Kisir
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Cizelge 4.1. Cigek yapilar1 incelenen HP1 popiilasyonuna ait bitkilerin listesi (devam)

HP1 Populasyonu HP1 Populasyonu
HP1-37 Fertil HP1-55 Fertil
HP1-38 Fertil HP1-56 Fertil
HP1-39 Fertil HP1-101 Fertil
HP1-40 Fertil HP1-102 Fertil
HP1-41 Kisir HP1-103 Kisir
HP1-42 Kisir HP1-104 Ferti
HP1-43 Kisir HP1-105 Fertil
HP1-44 Kisir HP1-106 Fertil
HP1-45 Kisir HP1-107 Kisir
HP1-46 Kisir HP1-108 Fertil
HP1-47 Kisir HP1-109 Fertil
HP1-48 Fertil HP1-110 Fertil
HP1-49 Kisir HP1-111 Fetil
HP1-50 Kisir HP1-112 Fertil
HP1-51 Kisir HP1-113 Fertil
HP1-52 Fertil HP1-114 Kisir
HP1-53 Kisir HP1-115 Kisir
HP1-54 Kisir HP1-116 Fertil
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Cizelge 4.2. Cigek yapilar1 incelenen HP2 popilasyonuna ait bitkilerin listesi

HP2 Popiilasyonu

HP2 Populasyonu

HP2-01 Fertil HP2-19 Fertil
HP2-02 Fertil HP2-20 Fertil
HP2-03 Fertil HP2-21 Fertil
HP2-04 Kisir HP2-22 Kisir
HP2-05 Fertil HP2-23 Fertil
HP2-06 Kisir HP2-24 Fertil
HP2-07 Fertil HP2-25 Fertil
HP2-08 Fertil HP2-26 Kisir
HP2-09 Fertil HP2-27 Fertil
HP2-10 Fertil HP2-28 Fertil
HP2-11 Kisir HP2-29 Fertil
HP2-12 Fertil HP2-30 Fertil
HP2-13 Fertil HP2-31 Fertil
HP2-14 Fertil HP2-32 Fertil
HP2-15 Fertil HP2-33 Fertil
HP2-16 Fertil HP2-34 Fertil
HP2-17 Fertil HP2-35 Fertil
HP2-18 Kisir HP2-36 Kisir
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Cizelge 4.2. Cigek yapilar1 incelenen HP2 popiilasyonuna ait bitkilerin listesi (devam)

HP2 Popiilasyonu HP2 popllasyonu
HP2-100 Fertil HP2-131 Fertil
HP2-101 Fertil HP2-132 Kisir
HP2-102 Fertil HP2-133 Fertil
HP2-103 Fertil HP2-134 Fertil
HP2-104 Kisir HP2-135 Kisir
HP2-105 Kisir HP2-136 Fertil
HP2-106 Kisir HP2-137 Fertil
HP2-107 Fertil HP2-18 Kisir
HP2-108 Fertil HP2-139 Fertil
HP2-109 Fertil HP2-140 Fertil
HP2-110 Kisir HP2-141 Fertil
HP2-111 Fertil HP2-142 Fertil
HP2-112 Fertil HP2-143 Fertil
HP2-13 Fertil HP2-144 Fertil
HP2-114 Kisir HP2-145 Fertil
HP2-115 Kisir HP2-146 Fertil
HP2-116 Fertil HP2-147 Fertil
HP2-118 Fertil HP2-148 Fertil
HP2-119 Fertil HP2-149 Fertil
HP2-120 Fertil HP2-150 Fertil
HP2-121 Fertil HP2-151 Fertil
HP2-122 Fertil HP2-152 Fertil
HP2-123 Kisir HP2-153 Fertil
HP2-124 Fertil HP2-154 Fertil
HP2-125 Fertil HP2-155 Fertil
HP2-126 Fertil HP2-156 Kisir
HP2-127 Kisir HP2-157 Fertil
HP2-128 Fertil HP2-158 Kisir
HP2-129 Fertil HP2-159 Fertil
HP2-130 Fertil HP2-160 Fertil
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HP1 popilasyonundan ve HP2 populasyonundan ¢igek yapilarina bakildiginda erkek
kisir bitkiler ve erkek fertil bitkiler c¢icek yapilarindan kolayca birbirinden
ayrilabilmiglerdir. Erkek kisir bitkilerde anterler tag¢ yapraklara donligmiistiir ve bu
nedenle erkek kisir bitkilerde 5 degil 10 adet ta¢ yaprak sayilmistir. Erkek fertil ve
erkek kisir bitkilerin ¢icek semsiyeleri incelenmis (Sekil 4.1 A,B), ciceklerin mikroskop
altindaki goriintiileri fotograflanmistir (Sekil 4.1 C,D).

Sekil 4.1. Erkek kisir ve erkek fertil gigekler. A) Erkek fertil ve B) Erkek kisir havug
bitkilerinin ¢igek semsiyeleri. C) Erkek fertil ve D) Erkek kisir gigceklerin mikroskop
altindaki goriintiisti
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Toplam olarak HP1 populasyonundan 96 bitkinin g¢igek yapisi incelenmistir. Bu 96
bitkiden 37’si erkek kisir olurken 59 bitkinin ise erkek fertil oldugu belirlenmistir. Bu
verilerle yapilan Ki-kare testine gore hiicre cekirdeginde bulunan erkek kisirlik
genlerinin agilim oranma 9:7 oldugu tespit edilmistir (P = 0,30) (Cizelge 4.3). F2
popiilasyonundaki bu agilim orani, havugta petaliod tipi sitoplazmik genetik erkek
kisirligmin iki genle kontrol edildigini gostermektedir. Havug bitkilerinin petaloid
sitoplazmada fertil olabilmesi i¢in her iki genin en az bir dominant allelinin bulunmasi
gerekmektedir (Rf1_Rf2_). Ancak Rf genlerinden birinin ya da her ikisinin homozigot
cekinik olmasi durumunda petaloid sitoplazmaya sahip bitkiler kisir olmaktadir

(rflrflRf2_; Rf1_rf2rf2; rflrflrf2rf2).

HP2 popiilasyonunda toplam olarak 160 bitkinin ¢icek yapisi incelenmistir ve bunlardan
124 bitkinin erkek fertil ve 36 bitkinin ise erkek kisir oldugu tespit edilmistir. Ki-Kare
testine gore hiicre ¢ekirdeginde bulunan erkek kisirlik geni 3:1 oraninda agilim
gostermektedir (P = 0.47) (Cizelge 4.3.) . Bu sonuca gére HP2 populasyonunda hiicre
cekirdeginde bulunan erkek kisirlik genlerinden sadece birinin agilim gosterdigi

belirlenmistir.

Cizelge 4.3. HP1 ve HP2 popiilasyonlarina ait ki-kare testi sonuglari

Poptlasyonlar Erkek kisir | Erkek fertil | Agilim orani p-degeri
HP1 (F2) 37 59 9:7 0.30
HP2 (F2) 36 124 3:1 0.47

4.2. DNA izolasyonu

HP1 popilasyonundan 96 bitkinin ve HP2 populasyonundan ise 160 bitkinin yaprak
orneklerinden DNA izolasyonu yapilarak konsantransyonlart Qubit fluorometer ile
Olgiilmistir. DNA konsantrasyonlarmm 188 ng/ul ile 20 ng/ul arasinda degistigi
goriilmiistiir (Cizelge 4.4.).
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Cizelge 4.4. Yaprak orneklerinden elde edilen DNA 6rneklerinin konsantrasyonu

Bitki No DNA Miktar1 (ng/ul) Bitki No DNA Miktar1 (ng/ul)

HP1-001 90,81| HP1-026 102,98
HP1-002 87,57| HP1-027 96,48
HP1-003 80,54| HP1-028 88,89
HP1-004 100/ HP1-029 89,43
HP1-005 88,65/ HP1-030 99,19
HP1-006 84,86| HP1-031 49,38
HP1-007 86,49| HP1-032 86,72
HP1-008 89,19| HP1-033 44,98
HP1-009 78,38| HP1-034 91,06
HP1-010 95,68 HP1-035 63,96
HP1-011 73,51| HP1-036 87,26
HP1-012 98,92| HP1-037 98,1
HP1-013 67,57 HP1-038 93,77
HP1-014 41,3| HP1-039 91,06
HP1-015 89,19| HP1-040 77,51
HP1-016 88,65/ HP1-041 88,35
HP1-017 80,54| HP1-042 81,3
HP1-018 88,65/ HP1-043 74,8
HP1-019 86,49| HP1-044 76,42
HP1-020 71,89| HP1-045 75,34
HP1-021 103,78| HP1-046 70,46
HP1-022 77,3 HP1-047 70,84
HP1-023 117,07| HP1-048 61,04
HP1-024 81,3| HP1-049 70,84
HP1-025 90,51 HP1-050 80,65
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Cizelge 4.4. Yaprak Orneklerinden elde edilen DNA 06rneklerinin konsantrasyonu

(devam)
Bitki No DNA Miktar1 (ng/ul) Bitki No DNA Miktar (ng/ul)
HP1-051 95,37 HP1-076 87,53
HP1-052 85,56| HP1-077 88,06
HP1-053 80,11| HP1-078 76,39
HP1-054 48,45 HP1-079 90,19
HP1-055 53,79 HP1-101 34,04
HP1-056 69,75 HP1-102 101,75
HP1-057 74,11 HP1-103 33,92
HP1-058 62,67 HP1-104 107,6
HP1-059 100,82 HP1-105 123,39
HP1-060 168,94| HP1-106 66,67
HP1-061 81,74| HP1-107 66,08
HP1-062 81,74| HP1-108 76,02
HP1-063 96,46 HP1-109 170,18
HP1-064 73,02 HP1-110 57,26
HP1-065 69,75 HP1-111 123,39
HP1-066 70,3| HP1-112 148,54
HP1-067 69,75| HP1-113 96,49
HP1-068 57,22 HP1-114 84,21
HP1-069 58,31 HP1-115 74,27
HP1-070 62,67 HP1-116 43,02
HP1-071 83,29| HP1-117 109,36
HP1-072 75,86
HP1-073 82,23
HP1-074 68,44
HP1-075 79,05
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Cizelge 4.4. Yaprak Orneklerinden elde edilen DNA 06rneklerinin konsantrasyonu

(devam)

Bitki No DNA Miktar1 (ng/ul) Bitki No DNA Miktar1 (ng/ul)

HP2-001 102,75| HP2-026 99,71
HP2-002 117,03| HP2-027 89,91
HP2-003 112,64| HP2-028 84,15
HP2-004 127,47| HP2-029 86,46
HP2-005 120,33| HP2-030 78,96
HP2-006 123,08| HP2-031 80,69
HP2-007 112,64| HP2-032-1 40,56
HP2-008 94,51| HP2-032-2 37,82
HP2-009 117,03| HP2-034 89,34
HP2-010 131,32 HP2-035 93,95
HP2-011 115,38 HP2-036 78,39
HP2-012 125,27| HP2-037 91,07
HP2-013 110,99| HP2-038 91,07
HP2-014 116,48| HP2-039 95,68
HP2-015 112,09| HP2-040 80,69
HP2-016 123,08| HP2-041 96,83
HP2-017 127,47 HP2-042 121,61
HP2-018 37,47| HP2-043 93,95
HP2-019 109,34| HP2-044 97,98
HP2-020 119,23| HP2-045 102,02
HP2-021 117,03| HP2-046 95,1
HP2-022 134,07 HP2-047 85,3
HP2-023 125,27| HP2-048 38,67
HP2-024 119,78| HP2-049 88,18
HP2-025 82,42\ HP2-050 89,91
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Cizelge 4.4. Yaprak Orneklerinden elde edilen DNA 06rneklerinin konsantrasyonu

(devam)
Bitki No DNA Miktar1 (ng/ul) Bitki No DNA Miktar1 (ng/ul)
HP2-051 140,57 HP2-076 86,15
HP2-052 129,14 HP2-077 81,85
HP2-053 127,43 HP2-078 89,23
HP2-054 140 HP2-079 78,15
HP2-055 118,29| HP2-080 75,69
HP2-056 117,71 HP2-081 86,15
HP2-057 121,71 HP2-082 84,92
HP2-058 92 HP2-083 145,23
HP2-059 48,49 HP2-084 88,62
HP2-060 119,43 HP2-085 113,23
HP2-061 109,14 HP2-086 96,62
HP2-062 111,43 HP2-087 75,69
HP2-063 110,29 HP2-088 79,38
HP2-064 120 HP2-089 77,54
HP2-065 114,86 HP2-090 72
HP2-066 112,57 HP2-091 84,92
HP2-067 126,29 HP2-092 75,08
HP2-068 123,43 HP2-093 77,54
HP2-069 115,43 HP2-094 81,85
HP2-070 41,05 HP2-095 73,23
HP2-071 100,57 HP2-096 72,62
HP2-072 120 HP2-097 62,15
HP2-073 108,57 HP2-098 75,69
HP2-074 114,29 HP2-099 153,51
HP2-075 72 HP2-100 176,22
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Cizelge 4.4. Yaprak Orneklerinden elde edilen DNA 06rneklerinin konsantrasyonu

(devam)
Bitki No DNA Miktari (ng/ul) Bitki No DNA Miktar (ng/ul)
HP2-101 87,79 HP2-140 52,81
HP2-102 75,91 HP2-141 42,6
HP2-103 60,63 HP2-142 75,25
HP2-104 162,38 HP2-143 93,73
HP2-105 111,11 HP2-144 87,13
HP2-106 176,24 HP2-145 125,41
HP2-107 129,24 HP2-146 36,3
HP2-108 148,51 HP2-147 54,13
HP2-109 188,12 HP2-148 40,26
HP2-110 60,73 HP2-149 93,07
HP2-111 153,14 HP2-150 152,48
HP2-112 163,04 HP2-151 132,67
HP2-113 102,31 HP2-152 48,54
HP2-114 58,75 HP2-153 130,03
HP2-115 148,51 HP2-154 128,71
HP2-116 145,87 HP2-155 125,41
HP2-117 148,51 HP2-156 28,36
HP2-118 172,94 HP2-157 71,95
HP2-119 161,06 HP2-158 87,79
HP2-120 158,42 HP2-159 96,37
HP2-137 20,46 HP2-160 48,42
HP2-138 38,94 HP2-161 6,25
HP2-139 24,42 HP2-162 97,66

Konsantrasyonu belirlenen érnekler, DNA Kalitesini gérmek icin %1’lik agaroz jele yuklenerek

etidium bromitle boyandiktan sonra fotograflar1 ¢ekilmistir. DNA kalitesi iyi olmayan

orneklerin DNA’lar1 HP1 popilasyonuna ait 50 numarali 6rnekte oldugu gibi agaroz

43




jelde gozikkmemistir (Sekil 4.2). DNA izolasyonu sirasinda pargalanmis olan DNA
ornekleri ise HP2 popiilasyona ait 109 numarali 6rnekte oldugu gibi daginik bir yapida
oldugu gozlemlenmistir (Sekil 4.3). Bunun gibi DNA o&rnekleri tekrar g¢ikartildiktan
sonra DNA konsantrasyonlar1 belirlenmis ve DNA kaliteleri tespit edilmistir.

HP1-001-024
025

HP1-025-048
050 049
-

HP1-049-072

HP1-073-096

Sekil 4.2. HP1 popiilasyonlarindan elde edilen DNA 0&rneklerinin Agaroz jelde
gorintma

44



HP2-001-048

HP2-049-096

HP2-097-144

HP2-145-160

Sekil 4.3. HP2 popiilasyonlarindan elde edilen DNA orneklerinin Agaroz jelde
gorinimd
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4.3. AFLP Markirlarinin Belirlenmesi

Yapilan AFLP analizlerinde HP1 popiilasyonundan 8 adet erkek kisir ile 8 adet erkek
fertil bitki ve HP2 popiilasyonundan ise yine 8 adet erkek kisir ile 8 adet erkek fertil
bitki secilmistir. 16 adet erkek kisir ve 16 adet erkek fertil bitki kullanilarak 225 AFLP
primer kombinasyonun analizi tamamlanmistir. Bu analizler sonucunda erkek kisir
bitkilerde cogalan fakat erkek fertil bitkilerde ¢ogalmayan ya da erkek kisir bitkilerde
cogalmayip erkek fertil bitkilerde cogalan AFLP markirlar1 belirlenmeye ¢alisiimistir.

Her iki popiilasyona ait erkek kisir bitkilerde cogalmayan fakat erkek fertil bitkilerde
cogalan AFLP markirmin varlig: iki primer kombinasyonunda belirlenmistir. Bunlardan
birincisi Markir-1 olarak adlandirilmis ve EACT-MCAT primer kombinasyonunda
tespit edilmistir (Sekil 4.4). Markir-1 erkek kisir bitkilerin sadece birinde ¢ogalmis ve
erkek fertil bitkilerin ikisinde ¢ogalmamistir. Diger AFLP markir1 ise ve Markir-2
olarak adlandirilmis ve EATA-MCTG primer kombinasyonunda belirlenmistir (Sekil
4.5).
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HP1 Feril Mﬂpmﬁ}* : mzrm .

Sekil 4.4. EACT-MCAT primer kombinasyonunda belirlenen Markir-1. Markir-1 ok

isareti ile gosterilmistir

HP1 - HP2 -
.
Kisir Fertil Kisir Fertil
b .

e e o

Sekil 4.5. EATA-MCTG primer kombinasyonunda belirlenen Markir-2. Markir-2 ok
isareti ile gosterilmistir
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4.3.1. AFLP markirlarinin karakterizasyonu
4.3.1.1. Markir-1’in karakterizasyonu

AFLP markirlart analizi daha kolay olan STS markirlarina doniistiirebilmek icin
Markir-1 iceren AFLP primer kombinasyonun reaksiyonu tekrar yapilmistir. AFLP
markirlar1 poliakrilamit jelde biyiikligiine gore ayrilmigtir. Markir-1’1 gozlemlemek
icin giimiis nitrat boyamas1 yapilmistir (Sekil 4.6 A,B). Giimiis nitrat boyama ile
gozlemlenen erkek kisirlikla birlikte hareket eden Markir-1’in DNA bandi jelden
kesilmistir. Kesilen poliakrilamit jeli i¢indeki Markir-1 EACT ve MCAT primerleri
kullanilarak tekrar ¢ogaltilmig ve agaroz jelinde goriintiilenmistir (Sekil 4.7). Jelde tek
DNA bandinin géziikmesi DNA dizisini belirleyebilmek i¢in dnemlidir. Goruntulenen

AFLP markir1 agaroz jelinden izole edilmis ve DNA dizisi belirlenmistir.

Sekil 4.6. A) Glimiis boyama ile goriintiilenmis Makir-1’in poliakrilamit jel fotografi
B) Markirin DNA bantlar1 jelden kesildikten sonra ¢ekilmis fotografi
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Sekil 4.7. Poliakrilamit jelden kesildikten sonra tekrar ¢ogaltilan Markir-1’in agaroz jel
fotografi

DNA dizisi belirlenen Markir-1’in uzunlugunun 91 baz giftinden (bg) olustugu tespit
edilmistir. Havu¢ genomunun tiim DNA dizilerini belirleme c¢alismalar1 Amerika
Birlesik Devletleri'nin Wisconsin Universitesi'nde devam etmektedir. Elde ettigimiz
Markir-1’e ait DNA dizisinin havu¢ genomunun DNA dizileriyle karsilastirilmasi i¢in
Wisconsin Universitesine gonderilmistir. Yapilan karsilastrmada Markir-1in DNA
dizisinin havu¢ genomunda birgcok DNA dizisi ile eslestigi goriilmistiir. Sekil 4.8’de de
goriildiigli gibi AFLP markirmin Msel enziminin kestigi ucunda bulunan DNA
bdlgesinin havu¢ genomunda bir¢ok kopyasi bulunmaktadir. Ancak AFLP markiriin
EcoRIl enziminin Kkestigi DNA bolgesinden sonra DNA dizilerinin farklilastig
goriilmektedir. Bu nedenle AFLP markmimn EcoRI enzimin kestigi DNA dizisinde
farkliliklar oldugu goézlemlenmistir. Fakat EcoRI enziminin kestigi DNA dizisi olan
“GAATTC” Wisconsin Universitesi’nden goénderilen havug genomuna ait DNA

dizilerinin hicbirinde rastlanmamistir (Sekil 4.8).
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deg7180001
scf7180001
deg7180000
deg7180000
lcl|deqg718

deg7180001 :
5c£7180001 =
deg7180000 :
deg7180000 :
lcl|deq718 :
Markir-1-A :
lcl|deqg718 :

deg7180001 :

5cf7180001
deg7180000

deg7180001 :
scf7180001 :
deg7180000 :
deg7180000 :
lcl|deqg718 :
Markir-1-A :
lcl|deg718 :

: ACATCA
: ACATCA
: BCATCAS
: ACATCA
: ACATCA
Markir-1-4 :
lcl|deg718 :

AR oo I i i :
tgt taa ¢ a acatc ta aa a gatgt g az L LtTaRCATCaGaga
Msel ucu
2300 * 2320 * 2340
3 BCATGCTACTTGIATTAGATAAGAGCATGTAGTTTTIA
TGACTGGTAATTTT TAAAGCCTACARAGTCCGCATA
BCTTGTTCTTCTTGAGGTTCAGGTTGAGCCGGTTGCTS ¢
CIGTTAACGTIAACGGTCARTIARACGGARARTGET
e 7 TGTAAGCTAAGGCAAGACAATCTARACCAAGGCAR
37 C RN T . T GT GTCTATTC 8 GGARRCRATTTGTAGTTCRATTCCAGACTCGIT
ATttctalActgATgTetgAAGLGTGATGTCTATTCCACTTTTTCTAGT.
EcoRI ucu

* 2360 * 2380 * 2400 * 2420 *
GTAGTTTTTGTTTATTTCETTTATTTTCTITTTAGT TTGCAT-TTGCATAATTCATGRAAGTATATCATACCARGTTAATTTCTTGEGAT ¢

: ATGGCACCCTTCT-TGCCTACARTARRGATTATAGT TTTTAT-TA--ATACTTTATGTAGATATTGAGRATCATGTATTTTRAAGCTTIGA- ¢
1 TTGATCAGGTTGATATTGITGCTGCTCARTAGCCT-CA--GGARCTTCCACTCGT - TCAACCCCAACAT TARACT GTTCCAGCATGIAGS ¢
deg7180000 :
lcl|deq718 :
Markir-1-A :
lcl|deg718 :

CARAGGGGTGCARAGCGAAGCGCITTTCARACTTTAGGGTGCATATTGCCARAARRART TCT TIGAGACCARATCGARAAAGCACCTARA ¢
GAARTTGTARAGGGAAGGTAAGACAATGTAAGATAAGGCAAGACAACCTARRCCAAGACAAGACAATGIAAAGGEAAGGTAAGACRATGT ¢

TGAARTTGAARRCAACT GGTAGCITCGTTITGCTTCT T TGARAT TGGAAT GAAC TTGTAGTATTAT TTIGACTCGTTIGAGCTTGTARAC ¢

2440 * 2460 * 2480 * 2500 * 2520
GCTTATTTGCATAATTTATTGGCTAGEAGTCITGATCATAGGTGATGTCET GCAT GCITAGAAATT GCETGEGCG--GAARATICTAA ¢
GARGGAACGACTAATTACTTGTTAGTITGTIIATAGTGGTAGTGGT-TATTACAGGECT-—-GTTTTCTETTEACT--CCTCTTECTGG
GTCRCAACRAGAGGCACATT--CTCATGCTICTICTGAT---TAGAAAGCCTIGATTIARTCTTGGTG--CRAGTCCTTAGATTAGGC

CRTAAGGGGTGCARRGTGACAATTACTCETTGAAAATTCATAARA TARGRATARTAATAACTAATGGATTEAARATAATGARTGGCCRAG ¢
TRAGGGARGGTARGACAATCCCTTGEATEGTCTICCCGTGIGT TGEARGGGIGAT TACATGGTAAGRCAGICCETTGGATTGTCTTACCT ¢«

CRCTTAGAGCTTCATTATTAACTACAT IGAAGTITGGAARCAACTIGCAGC TIAAT TCCAGACTCATTTGAAGTIGAARACARCTIGTAGT

a

Sekil 4.8. Markir-1’in DNA dizisinin havu¢ genomuna ait DNA dizileri ile
karsilastirilmasi

¢ 2191

126

202
195
22
12
104

216
2281
292
285

316

194

305
2366
378
375

406

234

393
2450
461
465
496

374

DNA dizilerinde EcoRI enziminin kestigi DNA dizisine (GAATTC) rastlanmadigi icin

Markir-1’in EcoRI ucuna bitisik olan DNA pargasinin ¢ogaltilmasi i¢cin TAIL-PCR

yontemi kullanilmigtir. TAIL-PCR spesifik primerleri asagidaki gibi dizayn edilmistir.

57 -

TAACATCAGAGACATTTCTAACTGATGTCTAAGACTGATGTCTGAAGTGTGATGTCTATTCCACGATGTC

Pl P2 P3

TATTCCACTTTTTCTAGTAGTGAATTC-3

37-

ATTGTAGTCTCTGTAAAGATTGACTACAGATTCTGACTACAGACTTCACACTACAGATAAGGTGCTACAG

ATAAGGTGAAAAAGATCATCACTTAAG-5
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TAIL-PCR igin gerekli Markir-1’in EcoRI ucunda bulunan DNA parcas1 TAIL-PCR
kullanilarak ¢ogaltilmistir (Sekil 4.9).

Sekil 4.9 TAIL-PCR ile ¢ogaltilan Markir-1’in EcoRI kesim ucuna bitisik DNA
pargalarmin agaroz jeldeki goriiniimii (P3/D5 primerlerine ait reaksiyon sonuglart)

Cogaltilan DNA pargalar1 agaroz jelden izole edilmis ve DNA dizi analizi yaptirilmistir
(Sekil 4.10)

* 20 > 40 > 80 100
1-D4-P3 : CTGT y A GAAAGAGT CECCTGCAT AARC CTACCAAAA : 100
1-D5-P3 : ATG ; ACGTTAG TGGAAGATC, ATCC : 100
2-D5-P3 : ATG & T CACGTTAG TGGKAGATC TCcC : 100
2-D4-P3 : TTGATETATCCHCCTTCGETART CEBAGATAATTATCTGETGCCCAGGRTGATAT, G : 100
D2-P3  : CAAATCTGTGCATEAEATAT CCTTTCTCGTCCEEGACAAGTGAG TTTAAGAAGT G : 100
GATGTCTATTCCACTTTTTCTAGTAGTGAATTC a taa g
1-D4-P3 : CAATAAAGAGT TTT CCATCATC TTC. AAAAACAAC TCAAACCAATCATCAAGACCAAArnT GTG : 200
1-D5-P3 : CTGTCCECTACT AATAG] GTG GTAGAAGAT TCTTAGAAATGATTGGGGGCTG] GGT : 200
2-D5-P3 : GTGIC TACT AATAG) GTG GTAGAAGAT TCTTAGAAATGATTGGGGGCTG! : 200
2-D4-P3 : TAGAGTHGAGTI GGIGTCTGCTTETATACT GTTGGCTGGTCCTC TACAAATAGTTGITAAAGGCTTAA AAGGAAA : 200
D2-P3 GGTGTT TGC. CAGGTAGTTGC.CCTTCCCT CCCATEAEHAATTGTATATCCTTTTGGGCCATTACTTACATGTAT CCGGTAGATTCETCA : 200
gt at

* 220 > 240 * 260 280 300
1-D4-P3 : CAACAAT TATGT| GGCA TTCTAGTTGAATTCGTTCATCTACATCACGTATGTAACTAGC CTCGTGCAAAT TCTGGE : 300
1-D5-P3 : GEGGETC GTTTAC TGATACSTBACTGTGTCCTACATCTATGTGITTTTITACAAGCGTAGGET, c ATGTGGG AAGTTT : 300
2-D5-P3 : GIGGETC. GTTTAC TGATACS T SACTGTGTCCTACATCTATGTGT T TT TR TACAAGCGTAGGCT) TGTGGG 'ABRGTTT : 300
2-D4-P3 : ATCACATTCECTCCTTGTGTCTTABCATT GAACAAAAGTACCAAGGACATATCG GTTGAAACAAAAAATT CAATTTTATCTICAAGIG : 300
D2-P3  : TCCCACACHARTGCCTAGHET. CCAGCAARBATGETCARGITTGCECACETCCAAG TGITEEATCTTGCETCARTAAAAAGATERITATTGAAA : 300

| AR ta a Al cc tt = a at

* 320 340 * 380
1-D4-P3 : AAATCGGGCAIEAAN CTCAGACTCAAGCT CITCAACG CCTTC TTCATCTTC TATCATCGTAGTGTTETCT 400
1-D5-P3 : TTAC| GTI BAGGRTGCCTTGGGR! CCAACTT ITGHCTCTTGTTG GAGACHICCCARAGATGTGT 400
2-D5-P3 : TTAC J GETGCCTTGGG CCRACTT! T CTCTTGTTG AGACEICCCAAAGATGTGT 400
2-D4-P3 : CGG GA A Ay ATACACTACGC TATGGCCT) GCCCTHACCCCAARATAT : 400
D2-P3  : GCGT AT) TTCT CABRACACARA TGAGTATT c CGAGTGCTGGT GGACTCARAGTCTTACCAAAC. CTTTEECGTEG : 400

tat a ga a t e tt at

460 * 480 * 500

1-D4-P3 : CCACA ccnms TTCTC GGGGGTCATC CCTG GCACA : 466
1-p5-P3 : ATCT GCCTT GGGA ATGGCT TTTG CT| r TCGCCTTAGGCTTAGAAGGAGTTAATGTAGGETCTETG : 500
2-D5-P3 : ATCTGCHGCCTTTHGGGA cr CT TCTCWCATCGCCTTAGGCTTAGAAGGAGTTAATGTAGGTTCTETG : 500
2-D4-P3 : BAGGGETATTGCAACCT. GC GCTGcchAGG CTATHGCAACATTTAGGTAAGCTACTGCAACACGGCTTTITATGT : 500

D2-P3 s GATATT!TTGGG!ETCTGA TGTCCCGGCAC CACTAC ————————————————— : 452

1-D4-P3 : =
1-D5-P3 : : 504
2=-D5~P3 : GCEGCACCAACACCTIGA==========e=ecan=o s 517
2-D4-P3 : TAAATARACGTGCTATTGCAACATCTGACTCGCAC : 535
D2-P3 : : -

Sekil 4.10 TAIL-PCR ile ¢ogaltilan Markir-1’in havug genomuna ait DNA dizileri ile
karsilastirilmast
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4.3.1.2. Markir-2’nin karakterizasyonu

EATA-MCTG primer kombinasyonunda belirlenen Markir-2’nin karakterizasyonu igin
AFLP reaksiyonlar1 tekrar yapilmis ve Markir-1’de oldugu gibi poliakrilamit jelde
yuritilmiistir. AFLP markirlart giimiis boyama yontemi ile goriintiilenmis ve jel
iizerinde Markir-2 tespit edilmistir. Poliakrilamit jeli iizerinde Markir-2’nin DNA
bantlar1 kesilip EATA ve MCTG AFLP primerleri kullanilarak tekrar cogaltilmistir.
Cogaltilan AFLP markir1 bu kez agaroz jelde yiiriitiilmiis ve markira ait DNA’lar agaroz

jelden izole edilmistir (Sekil 4.11).

Sekil 4.11 Markir-2’nin tekrar ¢cogaltildiktan sonra agaroz jeldeki gorintimi

Agaroz jelden izole edilen AFLP markirmin DNA dizisi belirlenmistir. Markir-2’nin
uzunlugunun 102 b¢ olustugu goriilmiistiir. Bu markirin DNA dizisi ABD’deki havug
genomuna ait DNA dizleri ile karsilagtirilmistir. Havug genomunun birinci kromozomu
iizerindeki DNA dizileri ile eslestigi tespit edilmis ve havu¢ genomunda sadece bir

kopyasmin bulundugu goriilmistiir (Sekil 4.12).
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Sekil 4.12 Havug genomunun 1. Kromozomunda Markir-2’nin bulundugu bolge

Markir-2’nin analizi kolayca STS markirmna doniistiiriilmesi Markir-2’ye bitisik DNA
bolgelerinin gogaltilip bu DNA boélgelerinde uygun polimorfizmin belirlenmesi ile
miimkiin olacaktir. Bu nedenle Markir-2’ye bitisik DNA dizileri Wisconsin
Universitesinden elde edilmistir (Sekil 4.13).

53



CHRL 40290 :

Markir-2

CHRL 40280

Markir=2

CHRL 40290 :

Markir-2

CHRL 40280

Markir-2

CHRL 40280 :

Markir-2

CHRL 40290 :

Markir-2

CHRI 40290
Markir-2

CHR1 40290
Markir-2

7840 * 7360 * 1880 * 7900 * 7920

TCCAAGATCATCATACTGGGT TACATARATATATAATARRTAAT TCARTTTCTAGTAATTAGTATATTAGGCTARATTAGRACTTCARC

£ 7940 £ 790 £ 1990 £ 8000 .

GATTATATTTATTTGTGTCCCTAACAT TATTATARTAT TAAATTGGARATCTATTARTAAAGARATARTGTATARGAGATGGTARGCAT ¢

802 * §040 * 8060 * 8080 * 810

TAATATGGAAARRARGTAAATATATGATTATTAGATATATAAAATARGARCCTATCTTATARATTTTAGT TTAGAACCTATCTAGCTAR &

a * 8120 * 8140 * g16d * 8180

TCCCTGAGRGTTACACTTGGAGCAAGGTCTTARTAAGCARGTACTGCAATATATAGTCAT GGT TCCGAGAGAGCGGCATARATGATCAT ¢

* 8200 = 8220 4 8240 * 8260 = g

TGARCTTAGITCTTATTTCCAATCTAGTCATTTTACTTTAAATATTTTTTTAATGGTCAT TAAACTARAAACTTACT TARTTTTGTGGT

280 * 8300 * 8320 * B340 x

GAARTAAARAATGA

8460 * 84E0 * 8500 * 8520 * 8540

: EAGTMTMTCMTMCMGCMTAAGMTGTAGTCTCTGRCTTAAP.CTTTGGGTP\TTTCTTTTCCCTTP,CCTGATTTTTTTTTP\ :

1921

8010

8099

8366
10

8452
89

Sekil 4.13. Markir-2’nin DNA dizisinin havu¢ genomundaki DNA dizileri ile eslesmesi

Sekil 4.13 incelendiginde aglim popiilasyonundaki havug¢ genotipi ile genomunun

niikleotid dizisi belirlenen havug genotipi arasinda kiigiik farkliliklarm oldugu tespit

edilmistir.
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TARTISMA VE SONUC

Havug gibi erselik c¢icek yapisma sahip bitkilerde melezleme yapabilmek icin
emaskiilasyon igleminin yapilmasi gerekmektedir. Emaskiilasyon islemi havug bitkisi
ciceklerinin kiigiik ve bir ¢igekten en fazla iki tohum almabilmesinden dolay1 oldukga
uzun siiren ve masrafli bir islemdir. Bu sebeplerden dolayr havug¢ bitkisinde hibrit
tohum {iretiminde kisir bitkilerin kullanimi 1slahg¢ilar agisindan daha pratik olmaktadir.
Dolayisiyla, havug bitkisinde hibrit tohum {iretimi i¢in erkek kisir bitkilere ihtiyag
duyulmaktadir.

Hibrit tohum iiretiminde ii¢ 1slah hattina ihtiya¢ duyulmaktadir. Bunlardan birincisi kisir
sitoplazmaya sahip genetik olarak da kisir olan ana hattir. Hibrit tohum her zaman ana
hattan elde edilmektedir. Ana hat kisir oldugu i¢in devam ettirilebilmesi i¢in genetik
yonden ayni fakat sitoplazmik yonden fertil olan idameci hatta ihtiya¢ duyulmaktadir.
Ana hattin devamlilig1 idameci hat ile gaprazlanmasi ile olmaktadir. Son olarak hibrit
tohum elde edilebilmesi i¢in normal sitoplazmaya sahip genetik yonden fertil olan baba
hatta ihtiya¢ duyulmaktadir. Ana ve baba hattin ¢aprazlanmasi sonucu ile hibrit tohum

elde edilebilmektedir.

Havuc bitkisinde sitoplazmik genetik erkek kisirliga sebep olan genlerin belirlenmesi
kisir bitkilerin belirlenmesini ve bu bitkilerin hibrit tohum tiretiminde ihtiya¢ duyulan
hatlarin elde edilmesinde kullanimin1 saglayacaktir. Bu arastirmada havug bitkisinde
sitoplazmik genetik erkek kisirliga neden olan genler molekuler yontemlerden AFLP
teknigi ile karakterize edilmistir. 96 ve 160 bitkiden olusan iki popiilasyon
kullanilmistir. DNA izolasyonu Fiitterer ve ark. (1995) tanimladigi yonteme gore
yapilmistir. DNA konsantrasyolar1 qubit cihazi ile 6lglldikten sonra AFLP analizleri
yapilmustir. AFLP analizlerinde 225 primer kullanilmistir. AFLP analizleri sonucunda
EACT-MCAT ve EATA-CTG primer kombinasyonlarina ait iki adet markir tespit
edilmigtir. Markir-1’in genomda bulundugu boélde TAIL PCR sonuglarmma gore
belirlenecektir. Markir-2’nin havucun 1. kromozomunda oldugu tespit edilmistir.
Markirlarm her iki popiilasyonda da erkek fertil bitkilerde ¢ogaldigi goriilmiistiir. Bu bir

beklenen sonugtur. Ciinkii havug¢ bitkisinin erkek fertil olmasi1 baskin bir karakterdir.
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Dolayisiyla erkek fertil olan bitkilerde erkek kisirlik genleri (Rf) heterozigot durumda
olursa hem ¢ekinik hem de baskin alleli bulunduracaktir. Cekinik allele baglantili bir
markir hem erkek kisir bitkilerde hem de heterozigot erkek fertil bitkilerde ¢cogalacaktir.
Dolayisiyla heterozigotlardan dolay: sadece erkek kisir bitkilerde ¢ogalan fakat erkek

fertil bitkilerde ¢cogalmayan bir AFLP markirina rastlamak miimkiin olmayacaktur.

Yapilan arastirmalarda havug bitkisinde gorillen CMS (sitoplazmik genetik erkek
kisirlik) kisirlik kalitimmnin birden fazla gen tarafindan kontrol edildigi ifade edilmistir
(Thompson 1961; Hansche ve ark. 1963; Wolyn ve ark. 1998). Alessandro ve ark.
(2012), tarafindan yapilan en son arastirmada havucun hiicre ¢ekirdeginde yer alan ve
sitoplazmik genetik erkek kisirligi kontrol eden Rf genlerin haritalanmasima yoneliktir.
Yapilan ¢alismada havug bitkisinde sitoplazmik genetik erkek kisirligi kontrol eden Rf
genine bagantili iki markir tespit etmislerdir. Rf genlerine komsu bu markirlarin
havucun 9. kromozomunda oldugu gosterilmistir. EAAC-MCAC ve EACA-MCAT
primer kombinasyonlarmma ait markirlar 4.38cM ve 1.12 cM’da haritalamiglardir.
Yapilan arastirmalarda markirlarin  bulunduklar1 kromozomlarin farkli oldugu
gorilmiistiir. Bu farkliligim sebebi kullanilan popiilasyonlarmn farkli olmasindan
kaynakli olabilecegi gibi bulunan sitoplazmik genetik erkek kisirliga sebep olan Rf

geninin farkli olmasindan da kaynakli olabilmektedir.

Sitoplazmik genetik erkek kisirligi sisteminin goruldiigii sogan bitkisinde ise ilk kisir
materyal, 1943 yilinda Kaliforniya’ da yetistirilen italyan kirmizi sogan gesidinde
kesfedilmistir (Budar ve Pelletier, 2001). Havug bitkisinde Rf harfleriyle ifade edilen
kisirlik geni sogan bitkisinde Ms seklinde sembolize edilmektedir. Havug bitkisinde
oldugu gibi S stoplazma ve homozigot resesif ms geni iceren hat ana olarak, N
stoplazma ve msms geni ise restorer olarak kullanilmaktadir. Klasik melezleme
calismalar1 ile bir sogan popllasyonu veya Kkarakterize edilmemis ag¢ilim
materyallerinden idame hatlarin izolasyonu i¢in en az 4 yil kadar bir sire
gerekmektedir. Yapilan molekiler galigmalar sonucunda markirlar yardimiyla normal
ve kisir sitoplazmalar ayirt edilebilmistir (Havey 1995). Molekiiler markir kullanilarak
ms lokusunun klonlanmasi galigmalar1 da yapilmis ve daha sonraki yillarda konuyla

ilgili yapilacak galigmalara temel olusturmustur. Ms lokusu RFLP teknigi kullanilarak
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1.9 — 8,6 cM uzunlukta klonlanabilmistir (Gokce ve ark., 2002; Gokce ve Havey 2002).
Islahgilar; Ms lokusunun, daha yakin klonlanmasi halinde, test melezlemelerine
gereksinim duymadan sitoplazmik erkek kisirlik idamesini saglayacak genotipleri kisa
zamanda belirleyebileceklerdir. Domates bitkisinde bulunan stoplazmik genetik erkek
kisirligr kaynagi ise heniiz molekiiler olarak incelenip haritalanmasi yapilmamistir.

Fakat ¢alismalarin devam ettigi belirtilmistir (Stoeva-Popova ve ark. 2007).

Yapilan bu arastirmanin sonucunda havug bitkisinde sitoplazmik genetik erkek kisirhiga
neden olan Rf genleri ile baglantili 2 AFLP markir1 belirlenmis ve STS markirlarina
dontistiiriilebilmesi i¢in bu markirlara ait DNA dizileri tespit edilmistir. Markir-1’e
bitisik DNA pargalart TAIL-PCR yontemi ile cogaltilmis ve Markir-1’e bitisik DNA
parcasinin niikleotid dizleri belirlenmistir.  Markir-2’ye bitisik DNA parcalarinin
niiklerotid dizleri ise Wiconsin Universitesinden elde edilmistir. Bundan sonra
yapilacak olan g¢alismalarda bu DNA dizileri kullanilarak, bu g¢alismada belirlenen
havucta Rf lokusuna bagli AFLP markirlarmin PCR’a dayali STS markirlarina
dontstiiriilmesi gergeklestirilmelidir. Buna ek olarak, havu¢ genomunda bu markirlarin
bulundugu DNA bélgesindeki potansiyel genlerin analizi yapilarak havu¢ genomunda

erkek kisirliga neden olan gen ya da genler tespit edilebilecektir.
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