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OZET

AYCICEGI ISLAHINDA MOLEKULER MARKIR YARDIMLI SELEKSiYON
ILE RESTORER (RF/RF) ALLELLERININ TESPITI

Aray ZAILASHEVA
Yiiksek Lisans Tezi, Tarimsal Biyoteknoloji Anabilim Dah
Damisman: Prof. Dr. Nedim MUTLU
OCAK 2023; 53 sayfa

Aycicegi 1slahinda molekiiler markir yardimli seleksiyon ile idameci (maintainer)
ve restorer (Rf) niikleusu tasiyan bitkilerin tespiti amaglanmastir.

Yerli hibrit ay¢icegi 1slahinda molekiiler markir yardimli seleksiyon ile idameci
(maintainer) ve restorer (Rf) niikleusu tasiyan bitkilerin tespiti icin kodominant SCAR ve
dominant markirlar1 Rfl/rfl allellerinin belirlenmesinde kullanilanlaridir. B hatti
gelistirmek i¢in fertil sitoplazma tasiyan B grubu bitkilere heterozigot Rfrf niikleusu
tastyan bitkilerle yapilan geriye melezleme calismalarinda %50 rfrf, %50 Rfrf geriye
melez populasyonlar: elde edilmektedir ve ayrica heterozigot Rfrf B grubu bitkilerin
kendilenmesi sonucu RfRf, Rfrf, ve rfrf genotipindeki F2 genotipik agilimlar1 (BCnF2)
de ortaya ¢ikmaktadir. Bu rfrf genotipindeki bitkilerin belirlenebilmesi igin test
melezlemeleri yapilip bir sonraki generasyonda F1 dollerinde ¢icekler uygun iklim
kosullarinda testlenerek ayristirilarak ayni zamanda Rf/rf ayrimi yapan molekiiler
markilar kullanilip istenilen genotiplerin markirlarla dogru ve verimli bir sekilde
belirlenip belirlenemedigi kontrol edilmektedir. Bir baska ifade ile, idameci (B)
hatlarinda sitoplazmalari fertil oldugundan niikleuslarindaki Rf/rf allellerinin durumunu
tespit etmek miimkiin degildir. B hatlarmin niikleusunda Rf/rf durumunu ancak kisir (A)
hatlarina test melezlemesi ve elde edilen F1 bitkilerinin yetistirilip kisir ya da fertil olup
olmamasinin gézlemlenmesi ile anlagilmaktadir. B hatlarinda Rf/rf allellerinin molekiiler
markirlar ile tespiti hem maliyet hemde 1slah siiresini azaltmak i¢in 6nemlidir.

ANAHTAR KELIMELER: Aycicek, CMS, Maintainer, MYS, Restorer, SCAR .

JURI: Prof. Dr. Nedim MUTLU (Danisman)



ABSTRACT

DETECTION OF RESTORER (RF/RF) ALLELES BY MOLECULAR MARKER
ASSISTED SELECTION IN SUNFLOWER BREEDING

Aray ZAILASHEVA
MSc Thesis in Agricultural Biotechnology
Supervisor: Prof. Dr. Nedim MUTLU

JANUARY 2023; 53 pages

In sunflower breeding, it was aimed to determine the plants carrying the
maintainer and restorer (Rf) nucleus by molecular marker assisted selection.

In domestic hybrid sunflower breeding, molecular marker-assisted selection was
be used to determine the codominant SCAR and its dominant markers Rf1/rfl alleles
specified for the detection of plants carrying maintainer and restorer (Rf) nucleus. In order
to develop a B line, 50% rfrf and 50% Rfrf backcross population obtained in backcrossing
studies with plants carrying Rfrf nucleus that are heterozygous for group B plants carrying
fertile cytoplasm and also heterozygous Rfrf group B plants will self-introduce F2
genotypic expansions (BCnF2) in the RfRf, Rfrf, and rfrf genotypes. In order to determine
the plants in this rfrf genotype, test crosses made and in the next generation, the flowers
in the F1 progeny was tested under suitable climatic conditions and was separated. At the
same time, molecular markers that distinduish Rf/rf will be used to check whether the
desired genotypes could be determined accurately and efficiently with the markers. In
other words, it is not possible to detect the status of the Rf/rf alleles in the nucleus of the
maintainer (B) lines, since their cytoplasm is fertile. Rf/rf status in the nucleus of B lines
can only be understood by test crossing into sterile (A) lines and observing whether the
obtained F1 plants are grown and whether they are sterile or fertile. Detection of Rf/rf
alleles in B lines with molecular markers is important to reduce both cost and breeding
time.

KEYWORDS: Sunflower, CMS, Maintainer, MAS, Restorer, SCAR.
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ONSOZz

Bu tez calismasinda aygicegi 1slahinda molekiiler markir yardiml
seleksiyon ile idameci (maintainer) ve restorer (Rf) niikleusu tasiyan bitkilerin tespiti
amaglanmustir.

Oncelikle tez konumu secerken isteklerimi géz éniinde bulundurup bana
yardime1 olan tez danismanim Prof. Dr. Nedim MUTLU’ya tesekkiirlerimi sunarmm.
Tezimin ilerleyisi i¢in yardim talep ettigim en Onemlisi tiim egitim hayatim boyunca
benden maddi ve manevi desteklerini esirgemeyen, bugiin bu tezi hazirlamama vesile
olan sevgili aileme tesekkiirlerimi sunarim.

Ayrica smif arkadaslarima diizenleme yardimlari, bildirim oturumlar1 ve
manevi destekleri i¢in minnettarim.
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GIRIS A. ZAILASHEVA

1. GIRIS

Diinyadaki birgok bitki tlirtinuin tohumlar1 yag icermektedir. Bu bitkilerden bazilar1
yabani ve bazilar1 kiiltir formunda olup tarmmi yapilmaktadir. Tarla ziraati halinde
yetistirilen aygicegi (Helianthus annus L.), susam (Sesamum indicum), yerfistig1 (Arachis
hypogaea), hashas (Papaver L.), soya (Glycine max), kolza (Brassica napus), aspir
(Carthamus tinctorius), pelemir (Cephalaria syriaca) ve diger bazi tek yillik bitki tirleri
tohumlarinda yag icermektedirler. Tohumlarindaki yag cesitli yontemlerle elde edilir.
Gida ve sanayi sektorlerinin birgok farkli alaninda degerlendirilmektedir.

Temel gidalarimizdan biri olan bitkisel yag yag bitkilerinden elde edilmektedir.
Insan viicuduna disaridan alinmasi gereken temel yag asitleri, bitkisel yaglarda hayvansal
yaglara oranla daha ¢ok bulunmaktadir. Diinya yemeklik bitkisel yag iiretiminin yaklasik
%80’den fazlasi soya, aygigegi, yerfistigi, kolza ve pamuktan Uretilmektedir. Bugiin
aycicegi, soya fasulyesi, kanola ve yer fistigindan sonra yemeklik yag igin yetistirilen
diinyanin en 6nemli tiriinlerinden biridir (Putt 1997). Tiirkiye’de yag iiretiminin yaklasik
%80’1 bitkisel yaglardan olugsmaktadir. Bitkisel yag iiretiminin ilk sirasini ise aygicegi
olusturmaktadir.

Aygigegi (Helianthus annuus L.) diinyadaki en 6nemli yagl tohum bitkilerinden
biridir. Aygicegi Kuzey Amerika'da orjinli turddr. 16. yiizyilda gigek dekorasyonu igin
Kuzey Amerika'dan Ispanya'ya getirilmistir (Gentzbittel vd. 1994). Avrupa'ya geldikten
sonra yavas yavas bir yag bitkisi olarak Rusya'ya yayilmistir. Bir yagl bitkisi ve gerezlik
olarak kullanilmak iizere ayg¢i¢eginin tarimsal gelisimi, 1800'lerin sonlarinda Rusya'da
gergeklestirilmistir. Aycicegi, 19. yiizyilin ikinci yarisinda Rusya'dan Kuzey Amerika'ya
yeniden yayilmistir (Hladni 2016).

Tiirkiye’ye 1. Diinya savasmdan sonrasinda Romanya ve Bulgaristan’dan gelen
goemenler tarafindan getirilmesi sayesinde yayilmis oldugu sanilmaktadir. ilk olarak
Trakya’da baslayan iiretimi sonrasinda Tiirkiye’nin her tarafina yayilmistir (Arioglu
1999). Toplam aygicegi ekim alaninin %70’inden fazlas1 Trakya-Marmara bolgesinde,
ozellikle de Tekirdag, Edirne ve Kirklareli illerinde bulunmaktadir (Anonim 1).

USDA verilerine gore, dinyada 2019/2020 tretim déneminde 26,3 milyon hektar
alanda aycicegi ekimi yapilmis ve 2 ton verim alinmistir. 2020/2021 Uretim doneminde
bir onceki yila oranla %3,3 artarak 56,7 milyon ton olacagi, ekim alaninmn ise %2,7
oraninda artarak 27,1 milyon hektara yiikselecegi dngoriilmektedir. Diinyada aygicegi
tohumu ihracati, yaga oranla oldukca diisiik diizeydedir. Thracatin biiyiik kismi kirma
isleminden sonra ham yag olarak yapilmaktadir. 2019/2020 retim déneminde aycigegi
tohumunun sadece %35,7’s1 ihrag edilmistir (Sekil 1.1).
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2016/17  2017/18 2018/2019  2019/20'  2020/21% Dejisim (%)

Alan (bin ha) 25.920 25.917 25.808 26.378 27.103 2,7
Verim (ton/ha) 1,86 1,85 1,96 2,08 2,10 1,0
Uretim 48.230 47.846 50.535 54.976 56.780 33
Tiiketim 47.346 48.192 50.156 54.905 55.696 14
Yilsonu Stoklar 3.408 2.694 2.499 2.222 2629 183
ithalat 2.190 2.148 2.486 2.830 2723 -3,8
ihracat 2.465 2516 3.060 3.178 3.400 7,0

Kaynak: USDA (Erisim tarihi: 01.07.2020) */Tahmin,%/ Ongdrd,>/Son iki pazarloma yilinin dedisimini gstermektedir.
Sekil 1.1. Dinya Aygicegi Verileri

2019/2020 Uretim doneminde aygigegi tarimi diinyada en fazla Rusya, Ukrayna,
Avrupa Birligi, Arjantin ve Cin’de yapilmis olup, Rusya, Ukrayna ve Avrupa Birligi
diinya aygicegi tretiminin %75,3’tinii  gergeklestirmislerdir. 2020/2021 (retim
doneminde diinya aygicegi liretiminde 6nemli bir degisiklik beklenmezken, bir 6nceki
pazarlama yilma gore Rusya’nin aycicegi iiretiminde %0,5, Ukrayna’da ise %0,1
oraninda azalma olacag1 dngdriilmektedir (Sekil 1.2).

Aycicegi ekim alaninda énemli iilkeler (%) Aycicegi iiretiminde dnemli Glkeler (%)
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o m = - a
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| I | i
2018/2019  2019/2020  2020/2021 2018/2018  2019/2020  2020/2021

Sekil 1.2. Aygiceginin a) ekim alaninda ve b) Gretiminde 6nemli Glkeler

2021/2022 tretim déneminde eyliil ay1 itibariyle diinya genelinde 3,50 milyon ton
ithalat ve 3,69 milyon ton ithracat ger¢eklesmistir. Aycicegi ithracatinda dnde gelen iilkeler
Avrupa Birligi ilkeleri ve Rusya’dir. 2021/2022 Uretim doneminde, aygicegi tohum
ihracatinda, Rusya %22 ile ilk sirada yer alirken Avrupa Birligi %18 ile ikinci sirada yer
almaktadir. 2021/2022 Uretim doneminde, aycigegi tohum ithalatinin %60°1 Avrupa
Birligi ve Tiirkiye tarafindan gergeklestirilmistir (Sekil 1.3). 2019/2020 (retim
déneminde toplam ihracatin %84,6’s1 Moldova, Avrupa Bitligi, Cin, Kazakistan ve Rusya
tarafindan yapilmaktadir.
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Aycicegi Ithalati (2021/2022) Aygicegi Thracati (2021/2022)
Arjantin
4%

%

Ukrayna Tiirkive

9% 4

Sekil 1.3. Aycicegi a) ithalat1 ve b) ihracati

Tiirkiye’de yaglik aycicegi ekilis alanlar1 2015 yilinda 5,6 milyon dekar iken 2020
yilinda yaklasik %17 artarak 6,5 milyon dekara yiikselmistir. Diger yandan 2015 yilinda
1,45 milyon ton olan yaglik aygigegi tiretimi 2020 yilinda 1,9 milyon tona ulasmistir
(Sekil 1.4).

Alan ve Uretim

8.000.000

T.000.000

6.000.000

5.000.000

4.000.000

3.000.000

2.000.000

1.000.000

i 2015 2016 2017 2018 2019 2020

u Alan (da) 5.589.970 6. 167800 6.817.970 6.489.340 6.759.834 6.508.6596
u Uretim (ton) 1.450.000 1. 500000 1800000 1.R00.000 1.950.000 1.900.000

Sekil 1.4. Tiirkiye’de 2015-2020 yillarindaki ay¢icegi ekim alani ve tiretimi

Tekirdag (136 bin ha), Edirne (95 bin ha), Adana (84 bin ha) Kirklareli (74 bin
ha) ve Konya (72 bin ha) ile yaglik aycicegi ekim alaninin %68’ini olusturmaktadir.
Yaglik aycigegi tiretiminde Tekirdag (342 bin ton), Konya (298 bin ton), Adana (264 bin
ton), Edirne (249 bin ton), ve Kirklareli (210 bin ton)’luk payla ilk siralarda yer almistr.

Diinya genelinde aygigegi yagina karsi olusan talebin etkisiyle yurt dis1 borsa
fiyatlarinda artis yasanmaktadir. 2020 yili eyliil aymda 545 $/ton olan yurt dis1 aygigegi
fiyat1 2021 yili eyliil ayinda %20 artarak 654 $/ton olmustur. Yurt igi borsalarda ise 2020
yil1 fiyatlar1 bir 6nceki yila gore artig gostererek ortalama 484 $/ton seviyelerine gelmistir.
Agustos aymda ortalama 5.323 TL/ton’dan (627 $/ton) islem goren aycicegi fiyatlari,
eyliil ayinda 5.579 TL/ton (654 $/ton), 27 Ekim 2021 tarihinde ise 6.600 TL/ton’dan (695
$/ton) islem gormektedir (Sekil 1.5).
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$/Ton Yurt ic1 ve Yurt Dis1 Fiyatlar
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Sekil 1.5. Aycigeginin Yurt i¢i ve Yurt Dis1 Fiyatlar1 ( Eyltl 2020 — Eylil 2021)

Tiirkiye 2020 y1li ay¢igcegi tohumu ithalati 1,14 milyon ton olarak gergeklesmistir.
Aycicegi tohumu ithalatinda 6ne ¢ikan iilkeler Rusya ve Bulgaristan’dir. 2020 yili ilk 8
aymda 892 bin ton iken 2021 yilinm ilk 8 aymmda %31 azalisla 616 bin ton olarak
gerceklesmistir.

Orta ve Dogu Avrupa, Rusya, Bulgaristan, Yugoslavya, Romanya, Macaristan ve
Tirkiye’de aygicegi yetistirmektedir. Giiney Afrika, Arjantin ve Uruguay iilkelerinde
aycicegi ekim alanmin %82 sini diinya {iretiminin %84 ’den fazlasmi karsilamaktadirlar.

Diinyada ve Tiirkiye’de aygigegi ¢erezlik olarak da yetistirilmekte ve tiiketilmekte
olup, diinya ay¢icegi iiretiminin %2,6’si ¢erezlik olarak tiiketilmektedir. Tiirkiye’de 2017
yili ay¢icegi tiretiminin %8,37’si ¢erezlik olarak iretilmistir (Anonim 2).

Onemli E vitamini ve potasyum bakmmindan da zengin olan aycicegi (0,5-0,8
mg/g) cekirdegi onemli bir linoleik asit kaynagidir. Linoleik asit bakimindan zengin
yiyecekler kandaki kolesterol seviyesinin diismesine yardimci olduguna igin aygigeginin
insan beslenmesindeki degeri de yiksektir. Bunlarin yaninda aygicegi yagi B1, B3 ve B6
vitaminlerince de zengindir ve ayrica tohumlarinda %17.0-18.3 oraninda protein de
bulunmaktadir (Lahaye vd. 2004).

Yiiksek oranda doymus yag asidi i¢eren aygigegi gesitlerinin gelistirilmesi, belirli
gida amaglar1 i¢in yagmn yararliligmni artirabilir (Kinney 1994; Pérez-Vich vd. 2000).
Yiiksek oleik asit gesitleri, daha yiiksek oksidatif stabilite ile yiiksek bir besin degerine
sahiptir. Yiiksek stearik asit igerikli ¢esitlerin gelistirilmesi kat1 veya yar1 kati bitkisel yag
dretiminin oniinii agmustir (Pérez-Vich vd. 2002, 2006).

Aygicegi bir yag bitkisi olmakla beraber ayn1 zamanda bir yem ve siis bitkisidir.
Kabuklu tohumlarinda %35, i¢ kisimlarinda %45-55 arasinda yag vardir. Aygigegi siis
bitkisi olarak ta park ve ev bahcelerinde kullanilir. Yapraklarindan kinine benzer bir
madde elde edilir.
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Giiniimiizde teknoloji ve biyoteknoloji alanlarinda artan bilgi birikimi ile 1slah
aragtrmalart hizlanmaktadir. Markir destekli seleksiyon (MAS) yontemleri, uzun
yillardir uygulanan klasik 1slaha alternatif ve tamamlayici olarak kullanilmaya
baslanmustir.

Ayciceginin muazzam ekonomik Onemine ragmen, bu mahsulle ilgili ilk
molekiiler aragtirmalar, benzer veya daha diisiik 6neme sahip diger tiirlere kiyasla 6nemli
Olclide gecikmistir. Aslinda, aygiceginde molekiiler markirlarm gelisimi ile ilgili ilk
raporlar, yaklasik on yi1l Once kesilmis parca uzunluk polimorfizmi (RFLP) haritalamas1
caligmalari ile ortaya ¢ikmustir. Bununla birlikte, aycicegindeki molekiiler arastirmalar,
son yillarda genetik baglanti haritalarmin olusturulup 6énemli 6zellikleri kontrol eden
genlerin haritalanip karakterize edilmesiyle genetik yapisinin anlasilmasma onemli
katkilar yapmustir. Aygicegi konusunda hala ¢ok sayida yenilik¢i arastirmalar
yuritulmektedir ve birgok arag siirekli olarak gelistirilmesi ile aygicegi 1slahgilarmin
kullanimina sunulmaktadir.

Bu tezin kapsaminda yerli hibrit ay¢icegi 1slahinda molekiiler markir yardimli
seleksiyon ile idameci (maintainer) ve restorer (Rf) niikleusu tasiyan bitkilerin tespiti igin
Horn vd. (2019) ve (2002) yillarinda belirtilen kodominant SCAR ve dominant markirlar1
Rfl/rfl allellerinin belirlenmesinde kullanilmistir. B hatt1  gelistirmek igin fertil
sitoplazma tasityan B grubu bitkilere heterozigot Rfrf niikleusu tasiyan bitkilerle yapilan
geriye melezleme calismalarinda %50 rfrf, %50 Rfrf geriye melez populasyonlar: elde
edilecek ve ayrica heterozigot Rfrf B grubu bitkilerin kendilenmesi sonucu RfRf, Rfrf, ve
rfrf genotipindeki F2 genotipik ac¢ilimlar1 (BCnF2) de ortaya ¢ikmaktadir. Bu rfrf (kisir
niikleusa sahip B hatt1) genotipindeki bitkilerin belirlenebilmesi igin test melezlemeleri
yapilip bir sonraki generasyonda F1 dollerinde ¢igekler uygun iklim kosullarinda
testlenerek ayristirilacak ayni zamanda Rf/rf ayrimi yapan molekiiler markirlar kullanilip
istenilen genotiplerin markirlarla dogru ve verimli bir sekilde belirlenip belirlenemedigi
kontrol edilecektir. Bir baska ifade ile, idameci (B) hatlarinda sitoplazmalar1 fertil
oldugundan niikleuslarindaki Rf/rf allellerinin durumunu tespit etmek miimkiin degildir.
B hatlarmin niikleusunda Rf/rf durumunu ancak kisir (A) hatlarina test melezlemesi ve
elde edilen F1 bitkilerinin yetistirilip kisir yada fertil olup olmamasinin gézlemlenmesi
ile anlasilmaktadir. B hatlarinda Rf/rf allellerinin molekiiler markirlar ile tespiti hem
maliyet hemde 1slah siiresini azaltmak i¢in 6nemlidir.

SCAR markirlarint kullanarak aygicegi bitki 6rneklerinin niikkleusu heterozigot
ya da homozigot mu oldugunu tespit etmek ve kullanulan markirlarin hangisi iyi ¢aligip
calisgmadigmi ogrenmektir.
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2. KAYNAK TARAMASI
2.1. Ayciceginin cesitli gruplar

Aygicegi (Helianthus annuus L.) Asterales takiminin, Asteraceae familyasindan
Helianthus cinsine bagli tek yillik bir tiirdiir. Haploid kromozom sayis1 17°dir. Helianthus
cinsi diploid, tetraploid ve hexaploid tlrlerini igermektedir. Tithonia, Viguiera ve
Phoebanthus en yakin akraba tiirleridir. H. annuus ve H. tuberosus gida amagl olarak
kiiltiire alinan tiirlerdir. Diger tiirler siis bitkisi olarak kullanilmaktadir. Helianthus adi
Yunanca ‘helios’ giines ve ‘anthus’ cicek anlamina gelen kelimelerden tiiretilmistir.
Ayciceginin Ispanolca adi ‘girasol’ ve Fransizca ‘tournesol’ “giinesle don” anlamini
vermektedir (Fick 1989).

Heiser vd. (1969) Kuzey Amerika'dan 14 tek yillik ve 36 ¢ok yillik tiirli ve Gliney
Amerika'dan 17 tir ile birlikte Helianthus cinsinin bir tiir smiflandirmasini énermistir.
Schilling ve Heiser (1981); Jan ve Seiler (2007) tarafindan yapilan arastirmada daha yeni
siniflandirmalar bazi degisiklikler getirmistir. Yeni smiflandirma, 14 tek yillik ve 37 ¢ok
yillik tiirle tiir sayisini 51'e ¢ikarmaktadir.

Yetistiriciligi yapilan aygigegi ¢esitlerinin ii¢ ana grubu vardir (H. annuus):
tohumundan ¢ikarilan yagi i¢in kullanilanlar (yagli tohumluk tipleri), tohumlarin
dogrudan tiiketimi i¢in kullanilan (gerezlik tipleri) ve siis olarak kullanilanlardir.
Gunidmuzde yetistiriciligi her U¢ grup icin ¢ogunlukla hibrid ¢esitler yogun olarak
kullanilmaktadir. Bugiine kadar, aycigegi iiretiminin biiyilk kismini yaglik tipler
olusturmaktadir. Aycicek yagi geleneksel olarak saghikli bir bitkisel yag olarak
goriilmiistiir ve salata, yemek pisirme ve margarin tiretimi i¢in birinci smif bir yag olarak
kabul edilir. Cerezlik ay¢igegi ¢esitlerinin tohumlari, kuslar ve kiigiik evcil hayvanlarin
beslenmesinde de kullanilmaktadir. Yaghk ve gerezlik aycicegi tiplerini ayiran temel
Ozellikler tohum yag igerigi ve biiytikligiidir. Yaglik tipteki gesitler ince kabuklu ve ¢cok
yiksek yag icerigine (yaklasik %50) sahip kicuk siyah tohumlara sahiptir. Tersine,
cerezlik aygicegi gesitleri, genellikle beyaz ¢izgili siyah, daha diisiik yag igerigine
(yaklasik %30) ve daha yiksek kabuk kalinligma sahip blyik tohumlara sahiptir. Yaglh
tohum aygigegi gesitleri oleik asit igerigine gore ti¢ gruba ayrilir: linoleik, orta oleik ve
yiiksek oleik. Linoleik (geleneksel) cesitler, ¢evreye bagli olarak %45 ile %75 arasinda
linoleik asit igerigine sahiptir. Salata sosu ve margarin tiretimi igin uygun saglikli bir
bitkisel yag olarak kabul edilir. Orta ve yiiksek oleik ¢esitlerin tohum yagi sirasiyla %55-
75 ve %85-90 oleik asit igerigine sahiptir. Bu yaglar, daha iyi bir termo oksidatif stabilite
ile karakterize edilir, bu da onlar1 kizartmalik kullanim igin daha uygun hale getirir.

Cerezlik aycicegi kalitesinin ana kriteri tohum biiyiikligidiir. En biiyiik boy
(>7mm) tip, atistirmalik olarak kullanilmak tizere i¢ cekirdek pazarma girer. Orta
buyuklikteki tohumlar ¢ekirdek pazarina ve en kiiciik boyuta sahip olanlar kus ve evcil
hayvan yemi pazarina girer.
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Son olarak kullanilan aygicegi ¢esidi grubu, siis amaglt yetistirilen tipleri icerir.
Bitki boyu kadar ¢igek rengi (sar1, krem, turuncu, giil, kirmizi, bordo ve iki renk) ve
morfolojisi agisindan da biiyiik ¢esitlilik vardir. Kafa ¢ap1 10 ila 30 cm'den fazla ve bitki
boyu 50 ila 500 cm arasinda degisebilir (Miller ve Fick 1997). Sls aygicegi cesitleri
bahcelerde, kentsel peyzaj alanlar1 veya kesme ¢igek olarak kullanilir. Kentsel peyzaj
alanlarinda kullanilan ¢esitler genellikle dev veya ¢ok uzun boylu tipler (2,5-5 m), yar1
bodur tipler (1-2,5 m) ve bodur tipleri (< 1 m) igeren bitki boylarma gore ayrilmis gruplar
halinde siniflandirilir. Kesme ¢igek olarak kullanilan gesitler, sitoplazmik erkek kisirlik
ozelligini igceren polen icermeyen tiplerdir. Siis ¢esitleri genellikle yabani Helianthus'un
genlerini igermektedir.

2.2. Erkek kisirhigi

Aygigeginde 2 tiirlii ¢igek vardir (Sekil 2.1).

a) Fertil (verimli) ¢igekler, bu ¢igeklerde erkek ve disi ¢i¢ekler bir ¢igekte bulunurlar
buna ragmen kendi kendini dolleyemez.

b) Steril (kisir) ¢igekler. Tohum tutmayan bu ciceklerde anter keseleri yoktur. Bu
cigeklerin gorevi bocek populasyonlarini ¢igek tizerine cekmektir (Elgi vd. 1987).

Sekil 2.1. Aycigegindeki a) fertil (verimli) ve b) steril (kisir) ¢igekler

Bitkilerde yabanci dollenmeyi zorunlu kilan nedenlerden biri de erkek kisirliktir.
Erkek kisirlik bitki 1slah1 ve 6zellikle hibrit tohum Gretiminde ¢ok 6nemlidir. Kalitsal olan
erkek kisirlik hem kromozomlar iizerindeki bazi genler hem de sitoplazmanin kalitsal
mekanizmasi tarafindan kontrol edilmektedir.

Kultdr bitkilerinin ¢ogunlugu erkek ve disi organlarini ayni bitki tizerinde, ayni
gicekte (pamuk, bugday, domates, kolza vb.) veya farkl ¢iceklerde ( kenevir, misir vb.)
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tasirlar. Bu durum ise 6zellikle genis 6lgekli hibrit tohum Uretiminde biyik bir sorun
teskil etmektedir. Hibrit tohum Uretiminde, kendine dollenmeyi 6nlemek igin anne
hatlarda erkek organlarin mekanik olarak veya elle uzaklastirilmasi (emaskiilasyon)
gerekmektedir, bu da maliyeti biylk Olcude artirmaktadir. Bu nedenle, erkek kisirlik bitki
1islahgilar1 ve tohum dreticilerinin en gok arzuladig: karakterlerden birisidir. Hibrit tohum
uretimi yapan firmalari, erkek kisir hatlarmm elde edilmesi igin biyiik yatirimlar
yapmaktadirlar.

Hibrit tohumunun ticari dretimi igin erkek kisirliginin mevcudiyeti esastir. Erkek
kisirlik dogada yiiksek oranda kendine dollenen bitkilerde yabanci dollenmeyi saglamak
icin kullanilir. Erkek kisirhigin F1 hibrit tohum {iretiminde kullanimi, aygigegi, misir ve
sorgum gibi bitkilerde hibrit tohum iiretiminin patlamasina yol agmistir. Aygigceginde ve
diger yabanci dollenen bitkilerde iki ana tiir kisirlik vardir: niikleer erkek kisirligi (NMS)
ve sitoplazmik erkek kisirligi (CMS) tanimlanmistir. Niikleer erkek kisirligi genellikle
resesif bir gen tarafindan kontrol edilir. NMS aygigegi hatlarinda msl'den msll'e kadar
on bir farkli gen tanimlanmigtir (Chen vd. 2006).

2.3. Sitoplazmik erkek kisirhgi (CMS)

Sitoplazmik erkek kisirligi, dogrudan dogruya sitoplazma tarafindan meydana
getirilmektedir. Normal sitoplazma (N), kisirligi meydana getiren sitoplazma ise (S) ile
gosterilmektedir. “S” sitoplazmayi tagiyan bitkiler, “erkek kisir” olup yabanci tozlama
oldugu takdirde tohum olusumu saglanabilmektedir. Yani normal bitkiler ile
tozlandiklarinda tohum olusturabilirler.

Sitoplazmik erkek kisirligi, bitkilerin normal polen {iretmesini engelleyen
maternal olarak kalitsal bir 6zelliktir. CMS F1 hibrit tohum tiretmek i¢in bir ara¢ olarak
kullanilir. Kokenine goére, CMS otoplasmik veya alloplazmik olarak siniflandirilir.
Otoplasmik CMS, sitoplazmadaki mutasyonel degisikliklerin bir sonucu olarak CMS'nin
tiirler icinde ortaya ciktig1 vakalar:1 ifade eder. Alloplazmik erkek kisirligi, ¢ekirdek ve
sitoplazma arasindaki uyumsuzluga bagli olarak spesifik, intergenerik ve bazen
intraspesifik melezlerden kaynaklanir. Aygiceginde her iki CMS tiirii de tanimlanmustir.

Sitoplazmik erkek kisirlik (CMS) bitki 1slahinda ilk defa misirda 1960’larda
kullanilmaya baglamistir. Ancak ay¢igeginde ilk defa 1968 yilinda Leclerq tarafindan H.
annuus X H. petiolaris melezlenmesinden elde edilmistir. Bu sistemde yabani aygigegi
H. petiolaris tiiriinden elde edildigi i¢in PET1 olarak kodlandirilmistir. Yine bu sistemde
daha sonra elde edilen kaynaklar da bu sisteme gore, ilk ii¢ harfi elde edildigi tiire gore
kodlanarak isimlendirilmistir (Schnabel vd. 2008). CMS kendiliginden ortaya ¢ikabilir
(Serieys ve Vincourt 1987). Yabani H.annuus ve H.argophyllus'tan gesitli CMS
kaynaklar1 ve H. petiolaris'ten daha fazla sitoplazmik kaynak kesfedilmistir. Birka¢ cok
yillik tiirler ayrica yeni CMS kaynaklarinm gelistirilmesine katkida bulunmustur.
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Bu sitoplazmik erkek kisirligi, ay¢iceginin patojenlere karsi genetik hassasiyetini
azaltmak ve Mendel kalitimmna uymayan bir sekilde genlerin ¢esitliligi arttirmak i¢in bir
alternatif olabilir (Horn ve Friedt 1997). Kokeni ne olursa olsun, genellikle CMS'nin
niikleer sitoplazmik uyumsuzluktan kaynaklandigi ve farkli sistemlerde muhtemelen
farkli mekanizmalarin oldugu soylenir (Horn 2006).

PET1 CMS kaynagt 1990’lara kadar, ticari hibrit liretiminde kullanilan tek
kaynaktir. Oldukga stabil olup, bitki ve tohum 0zelliklerine herhangi bir olumsuz etkisi
yoktur. Aygiceginin tiim diinyada yayilmasinda en 6nemli etken sitoplazmik erkek
kisirhigin ve bunu restore eden genlerin bulunmasi sonucunda hibrit iiretiminin
pratiklesmesi ve maliyetini azaltmasidir. 1970 yilinda ABD de, CMS tam olarak restore
eden genlerin bulunmasiyla ilk hibrit 1972 yilinda elde edilmis ve 5 yil siire igerisinde
toplam tiretimin %80 ne ulagmistir (Wani vd. 2010).

Ayciceginde PET1 sitoplazmasi igin restore edici genleri bu sitoplazmanin
aycigegi hibrit 1slahinda ticari kullanimi nedeniyle en iyi karakterize edilenlerini temsil
eder. Kinman (1970) tarafindan T66006-2-1-B hattinda kesfedilen restore edici geni Rf1,
o zamandan beri RHA 271, RHA 272, RHA 273 ve digerleri gibi bir dizi USDA / ARS
RHA hattina entegre edilmistir (Korell vd. 1992). Yabani H. annuus ve ekilisi yapilan
aycicegi melezlerinden elde edilen Kanada hatlariyla yapilan bir ¢alismada Enns vd.
(1970), fertilite restorasyonunun tek bir baskin gen tarafindan kontrol edildigini
bildirmistir. Vranceanu ve Stoenescu (1971), gesitli cografi ve genetik yapilara sahip saf
hatlarm polen fertilite restorasyonu i¢in baska faktorlere sahip olup olmadigini belirlemek
icin calismalar baglattilar. Mezehedeshy'nin yerel aygicegi popiilasyonundan sekiz
jenerasyon boyunca secilen tek bir kaynak olan MZ-1398'in restorasyon kapasitesi
gosterdigini buldular. Fick ve Zimmer (1974), yagl olmayan hatlar1t CMS HA267 ve
RHA280 arasindaki melezlerde iki tamamlayici baskin genin varligini dogrulamustir.
Calismalar, H. annuus ssp. lenticularis veya CMS ANL1'den gelistirilen sitoplazmaya
erkek fertilitesini geri kazandiran tek bir baskin gen olan Rf1'i bildirmistir (Miller ve Fick
(1997)'de gbzden gegirilmistir).

Ayciceginde erkek fertilitesini geri kazandiran genleri izole etmek icin diinya
capinda birka¢ grup tarafindan harita bazli bir klonlama yaklagimi baglatilmistir.
Gentzbittel vd. (1995, 1999) arastirmasinda PET1 sitoplazmik erkek kisirliginin iki farkli
fertilite restorasyon lokusunun varligmi bildirmistir. Rfl LG 6'da, Mscl ise LG 12'de
RFLP haritasinda ve konsensus haritasinda haritalanmustir. Jan vd. (1998), Rf1 fertilite
restorasyon genini, haritalarindaki yakin bir markirdan 25 cM mesafede LG 2'nin bir
ucuna eslemistir. Arastirmalar1 i¢in RHA271 ve HA234 hatlarmin melezlenmesinden
elde edilen 93 F2 bitkisi kullanmislar. Horn vd. (2003), PET1 sitoplazmasina sahip
aycicegi melezlerinin restore edici geni Rfl i¢in PCR bazli markirlar gelistirmistir. Ek
olarak, 75 SSR markir:1 F2 populasyonunda analiz edilmis ve haritalanmistir (Tang vd.
2002; Burke vd. 2002). Restore edici gen Rfl'in etrafindaki baglant1 grubu 43 markir,
yani 35 AFLP markiri, 7 RAPD markiri ve 25.3 cM'yi kapsayan 1 SSR markiri iceriyordu
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(Sekil 2.2). Ek olarak, SSR markir analizleri Rf PEFl'in LG 13'te Rfl olarak
bulunmadigini gostermistir.
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Sekil 2.2. Rf1 restore edici genini tagiyan LG 13'iin markir haritast RHA325 X HA342
melezinin F2 populasyonunda AFLP markirlari, RAPD markirlar1 ve SSR markirlari
kullanarak olusturuldu. Rfl geninin etrafinda 3.9 c¢cM'lik bir bolge biiyiitiilmiis olarak
gosterilmistir (Kusterer vd. 2005).

T66006-2-1-B ve MZ0O1398 arasmdaki bir test melezinde ikinci bir ana dominant

restore edici geni Rf2 kesfedildi. Bununla birlikte, bu Rf2 geni, CMS PET1'in idameci
hatlart ile tiim ekili aygigegi hatlarinda mevcut gorinmektedir (Serieys vd. 2005).

10
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Ekili aygigeklerinin ¢ogunda, iki baskin niikleer gen Rfl ve Rf2 fertilitenin
restorasyonundan sorumludur. PETT1 i¢in gesitli restore edici hatlar mevcuttur. Bunlarin
cogu, her ikisi de polen fertilitesinin geri kazanilmasindan sorumlu olan Rfl ve Rf2
genlerini tagir. Rf2'nin CMS tasiyicilar1 da dahil olmak iizere tiim saf hatlarda mevcut
oldugu aciklanmistir. Genel olarak, verimli aygigegi melezleri iiretmek igin restorer
hatlar1 tarafindan yalnizca ilk gen (Rf1) katkida bulunur. Restore edici gen olan Rf1 SSR
markirlari kullanilarak aygigegi referans haritasinin 13. baglant1 grubunda haritalanmistir
(Kusterer vd. 2005).

Son zamanlarda hem Rfl hem de Rf2'den farkli olan bir fertilite restore edici geni
olan Rf3 RHA280 hattina aktarilmistir (Jan ve Vick 2007). Feng ve Jan (2008)
aragtirmasinda H. giganteus ve H. annuus L. cv. HA89 arasindaki tiirler arasi bir
melezlemeden elde edilen CMS GIG2 adli yeni bir sitoplazmik erkek kisirligi ve polen
fertilitesini restore eden yeni bir tamamen baskin gen olan Rf4'ii tamimlamstir. Rf4 geni,
SSR markirlar1 ve RFLP bazli STS markirlar1 kullanilarak haritalanip baglant1 grubu 3'te
ve SSR markir1 ORS1114'ten yaklasik 0.9 ¢M uzakta oldugu tespit edilmistir. Bu ¢alisma
icin Feng ve Jan (2008), 933 bireylik bir agilim popilasyonu kullanarak Tang vd. (2002)
ve Yu vd. (2002, 2003) haritasindan rastgele segilen 200 SSR markir1 kullanmiglardir. Bu
fertilite restore edici genin CMS PET 1'in Rfl'inden farkli oldugu sonucuna varmuslardir,
cunki CMS PET1 igin tim restore edici hatlar1 polen fertilitesini CMS G1 G2 kisirlik
sisteminde saglamamustir (Feng ve Jan 2008). Fertilite genleri ile baglantili tiim bu
markirlar, bu genlerin genetik analizi ve aygicegi yetistiriciliginde markir destekli
seleksiyon i¢in dnemli bir temel saglar.

Toplam 72 farkli CMS kaynagi tanimlanmustir, 34'0 igin restore edici genleri
mevcuttur. CMS kaynaklarinm ¢ogu kisirlik restorasyonu icin en az iki gen gerektirir,
ancak bazilar1 tek gen ile de kalitilabilir. Bu CMS kaynaklarinin 19'u i¢in ayrintili kalitim
calismalar1 yapilmistir. Bu nedenle, yaygin olarak kullanilan PET 1 disindaki ¢esitli CMS
sistemleri de pratik hibrit tohum Gretimi igin kullanilabilir (Vollmann ve Rajcan 2009).

Aycicegi Asteraceae familyasmda CMS gen kaynagi olan tek bitkidir.
Aygiceginde CMS, sporofitik karakterde yani sporla ¢ogalmakta ve maternal olarak, yani
anaya bagli kalitimi olarak sadece disi bitkinin kisirhigr ile ilgili bir Ozelliktir.
Aygiceginde CMS bitkilerin digerlerinden farki, ¢igek tozu keseleri normallerin yarisi
genisliginde olmalar1 ve ¢icek borusundan anter (¢icek tozu kesesi) ¢ikarmamalaridir.
Anterler iistten degil, sadece dipten ¢ikmaktadirlar. Bazi ana hatlarinda ise, corolla’dan
(cicek borusundan) anter ¢ikarmasina ragmen, bunlar bostur ve ¢igek tozu igermezler.
Déllenen disi bitkiler ayni normal goriinimde olup, dollenmeyen bitkiler uzun bir stire
yesil yaprakli goriiniimlerini muhafaza etmektedirler. Bu nedenle, bitkilerin ddllenip
dollenmedigini dis goriiniisiine bakarak anlasilabilir (Seiler ve Rieseberg 1997).
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Aycigceginde ve diger bitkilerde yiiksek verim saglayan hibrit g¢esit 1slahinin
kolaylagmasin1 saglayan sitoplazmik erkek kisirligin tek kaynaktan elde edilmesinin
biiyiik avantajlar1 yaninda, hastaliklara karsi1 duyarlilik ihtimalini de ortaya ¢ikarmaktadir.

2.4. Aycicek Genetik Haritalama Cahsmalann ve Markir Yardimiyla Seleksiyon
(MYS)

Aygiceginde farkli markir sistemleri ile olusturulan genetik haritalar birgok
arastirict tarafindan tanimlanmistir. En 6nemli markirlar sunlardir: Kesilmis fragment
uzunluk polimorfizmi (RFLP), Cogaltilmis par¢a uzunluk polimorfizmi (AFLP),
Rastgele ¢ogaltilmis polimorfik DNA (RAPD) ve Basit tekrarli dizi (SSR) markirlaridir.

Son olarak, fonksiyonel markirlar, fenotipik 6zellik varyasyonu ile nedensel
olarak iligkili genler i¢indeki polimorfik bdlgelerden tiiretilir. Molekiiler markirlar, PCR
temelli molekiiler markirlar (SSR, RAPD, AFLP, SRAP gibi), PCR temelli olmayan
molekiiler markirlar (RFLP) ve DNA c¢ip ve dizilemeye bagli olanlar (SNP’ler gibi)
olmak tizere li¢ guruba ayrilmaktadirlar. Son yillarda sistematik ¢alismalarda yaygin
olarak kullanilan molekiiler markirlarin bir¢ok avantaji vardir; 1) ¢evre faktorlerinden
etkilenmezler; 2) ¢ekirdek ve farkli kalitim sekline sahip kloroplast ve mitokondri gibi
organel genomlar ayr1 ayr1 c¢alisilabilir; 3) genetik degisiklikleri daha fazla yansittiklar1
icin daha az pleiotropiktir (bir genin birden fazla karakteri kontrol etmesi); 4) her bir
ebeveynden gelen farkli karakterler tespit edilebildigi igin bitkilerin genetik orijini tespit
edilebilir; 5) sonsuz sayida molekiiler markir elde edilebilir (Giilsen ve Mutlu 2005).

Simdiye kadar, tek bir sitoplazmik erkek kisirlik (CMS) kaynagi olan PETI,
ayciceginde hibrit ireme i¢in diinyada kullanilmaktadir. Polen fertilitesi
restorasyonundan sorumlu olan restorer gen Rfl'in yeni islah materyaline aktarilmasi,
etkili bir markir yardimli seleksiyon yapmak icgin yiiksek baglanti1 derecesine sahip
markarlar gerektirir.

2.4.1. Rastgele arttirnlmis polimorfik DNA (Randomly amplified polymorphic DNAs
(RAPD))

Williams vd. (1990) tarafindan gelistirilen RAPD teknigi, basit ve kisa
oligonikleotid primerler (6-10 b¢) kullanilarak genomik DNA’nin rastgele bolgelerinin
cogaltilmasidir.

RAPD markirlarinin dominant ve diisiik tekrarlanabilir olmasina ragmen, bunlar
aycigeginde erken genetik calismalarda kullanilmigtir. RAPD markirlarinin kullanilmasi,
yabani H. annuus'un yetistirilen aygigeginin atasi oldugu hipotezini desteklemistir.
Aygicegi tiirlerinde yiiksek diizeyde RAPD varyasyonu bildirilmistir ve polimorfik
lokuslarm orani ¢ogu hat igin ortalama %50'den fazladir. Toplu segregant analizi gibi
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yontemler, aycicegindeki dnemli 6zelliklerle iliskili RAPD markirlarinin hizli bir sekilde
tanimlanmasina izin vermistir. RAPD markir sisteminin smirlamalarinin iistesinden
gelmek i¢in, RAPD bantlar1 SCAR markirlarina doniistiiriilebilir.

Toplu Segregant analizlerle 520 primerin incelenmesi, restorasyon geni Rfl'e
bagli bes RAPD markirt tanimlanmistir. 183 bireylerden olusan F2 popilasyonunda,
RAPD markirlarindan biri olan OPK13 454, Rfl'den 0.8 cM, ardindan 2 cM ile
OPY10_ 740 markir1 haritalanmigtir. Bu iki RAPD markir1 daha giivenilir, kullanimi daha
kolay SCAR markirlart HRGO1 ve HRGO2'ye doniistiiriilmlstiir. 48 AFLP primer
kombinasyonu kullanilarak yapilan toplu segregant analizinde, Rfl ile ayni baglanti
grubunda haritalanabilen 17 polimorfizm tanimlanmigtir. E33M61_136 ve E41M48_113,
Rf1 geninden sirasiyla 0.3 ¢cM ve 1.6 cM mesafede haritalanmistir (Horn vd. 2003).

AFLP markirlar1 ile kombinasyon halinde RAPD markirlari, restorer gen Rfl'in
haritalanmasi i¢in ¢ok kullaniglhi bulunmustur (Horn vd. 2003).

RAPD, ayciceginde, ozellikle yabani tiirlerde haritalama i¢in kullanilmastir.
Rieseberg vd. (1993) tarafindan 161 RAPD markirina ve bir izozim lokusuna dayanan bir
Helianthus anomalus haritasini olusturmustur. Daha sonra bu harita genisletilmis ve
simdi 17 baglant1 grubunu ve 1.983 cM'yi kapsayan 549 RAPD, 151 AFLP ve bir izozim
lokusu icermektedir. Yabani H.annuus ve H.petiolaris i¢in sirasiyla 212 ve 400 RAPD
lokusuna dayali olusturulan RAPD haritalar1 da gelistirilmistir. Bu arastiricilar, H.annuus
icin 1.084 cM ve H.petiolaris i¢in 1.761 cM'yi kapsayan her iki tur icin 17 baglanti grubu
bildirmistir (Rieseberg vd. 1995).

2.4.2. Restriksiyon fragment uzunluk polimorfizmi (Restriction Fragment Length
Polymorphism (RFLP))

RFLP DNA markirlar1 icerisinde ilk kesfedilen markirdir. RFLP nin molekiiler
temeli, niikleotid baz degisimleri (substitutions), eklemeler, silmeler, inversion (ters
cevrilme) ve duplication (katlama) gibi olaylar genomda restriksiyon (kesim) bdlgelerini
kaldirabilir yada yeni kesim bolgeleri olusturabilir.

Ayciceginde gelistirilen ilk DNA bazli markirlar RFLP markiridir. Berry ve
arkadaglar1 tarafindan li¢ bagimsiz restriksiyon fragment uzunluk polimorfizmi (RFLP)
haritas1 olusturulmustur (Berry vd. 1995, 1996, 1997; Gentzbittel vd. 1995, 1999; Jan vd.
1998). Berry vd. (1995), yetistiriciligi yapilan ayc¢igeginin ilk RFLP haritasin1 saf hat
olan HA89 ve ZENB8 hatlar1 arasindaki bir melezlemelerde elde edilen F2
populasyonunu kullanarak yaymlamiglardir. RFLP markirlar1 aygiceginde baslangigta
farkli arastirma gruplari tarafindan ¢alisilmis ve bunlara dayanan genetik haritalar rapor
edilmistir. Ek olarak, Berry vd. (1996), dokuz F2 haritasin1 birlestirdi ve bu tiirdeki
haploid kromozom sayisina karsilik gelen 17 baglant1 grubunda diizenlenmis 635 RFLP
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markirint entegre etmislerdir. Bu harita 1.380 cM'yi kapsiyor ve ortalama 5.9 ¢cM
yogunluga sahipti. Berry vd. (1997), 81 cDNA probu tarafindan tespit edilen 81 RFLP
lokusu rapor etmislerdir.

Berry vd. (1995); Jan vd. (1998) tarafindan yapan haritalar1 bireysel F2
popiilasyonlarma dayanirken, Gentzbittel vd. (1999) ve Berry vd. (1996) tarafindan
yapilan haritalar farkli haritalama popiilasyonlarinin verilerine dayanan bilesik
haritalardi.

Gentzbittel vd. (1995), 180 prob-enzim kombinasyonu ile tespit edilen 237 ayirici
lokusa dayanan kultir aygicegi i¢in bir RFLP baglant: haritasini tanimlamistir. Bu
haritanin ortalama markir yogunlugu yaklasik 7 cM ve 23 baglant1 grubu ile 1.150 cM'y1
kapsiyordu. Aycicegindeki haploid kromozom sayisindan daha fazla 6 baglant: grubuna
sahip olan bu harita muhtemelen ayg¢icegi genomunun yaklasik %70'ini temsil etmektedir.
Yazarlar, 17 baglant1 grubu elde etmek ve markir bulunmayan bolgeleri kapsayacak
sekilde ek RFLP markirlariin gerekli oldugu sonucuna varmislardir. Bu amagla
Gentzbittel vd. (1999), yedi ayr1 haritay1 entegre etti ve neredeyse RFLP markirlarina
dayanan ve baslica fenotipik oOzellikleri iceren tamamlanmis bir baglant1 haritasi
kurmustur. Bu entegre harita, 238 lokus igeren 17 ana baglant1 grubu halinde
diizenlenmistir ve 1.650 cM'yi kapsamaktadir. Berry vd. (1995); Gentzbittel vd. (1995)
tarafindan duzensiz segregasyon ve dublike olmus RFLP lokuslar1 tespit edilmistir.

Jan vd. (1998), 232 cDNA probu kullanilarak saf hatlar olan RHA271 ve HA234
arasindaki melezlerden elde edilen bir F2 popilasyonunda 271 RFLP lokusunu
haritalamislardir. Bu haritada, aygigcegi genomunun 1.164 ¢cM'sini kapsayan 20 baglanti
grubu vardi ve ortalama marker-marker mesafesi 4.6 cM’idi.

Burke vd. (2004), H.petiolaris genomunun ortak bir SSR/RAPD genetik baglanti
haritasimi tanimladi ve Helianthus i¢indeki genom yapisinin evrimini incelemek igin dort
bagimsiz H. annuus L. haritalama popiilasyonundan uretilen entegre bir SSR haritasiyla
birlikte kullanmistir. Bu ¢aligmanin sonuglari, en az sekiz translokasyon ve ii¢
inversiyondan kaynaklanan 27 ortak segmentin varligini gostermistir. Birlikte ele
alindiginda, bu yeniden diizenlemeler en az 20 kromozomal kirilma / translokasyon
olustugunu gosteriyordu. H. petiolaris SSR / RAPD haritas1 17 baglant1 grubunu ve 1.592
cM'yi kapsar.

2.4.3. Cogaltilms parca uzunluk polimorfizmi (Amplified Fragment Length
Polymorphism (AFLP))

AFLP ve RAPD PCR’in gelistirdikten sonra ilk gelistirilen markir sistemidir.

AFLP, genom haritalama ve genetik degiskenlik g¢aligmalar1 i¢in giicli bir markir
sistemidir ¢unkid bunlar yuksek oranda tekrarlanabilir, 6nceden dizi bilgisi gerektirmez
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ve yiksek bir polimorfizm oranma sahiptir. Bununla birlikte, AFLP markirlar1 genel
olarak dominant markirlardir ve bu nedenle baskinligin dezavantajli olmadigi projeler
icin buydktir kullanighdir. AFLP markirlar, yeni genetik haritalar olusturmak,
yogunlugu artirmak ve halihazirda gelistirilmis genetik haritalarin  bosluklarini
doldurmak i¢in kullanilmistir. Peerbolte ve Peleman (1996); Gentzbittel vd. (1995)
tarafindan kullanilan F2 popiilasyonlarmin ikisine 291 AFLP lokusu eklemistir. Bu
markirlar iki baglant1 grubunu bir araya getirmis ve daha 6nce baglanmamis birkag RFLP
lokusunun haritalanmasina izin vermistir. Gedil vd. (2001); Berry vd. (1996); Jan vd.
(1998), markirlara dayanan 104 RFLP lokus haritasina 296 AFLP lokusu ekledi ve 17
linkage grubundan olusan, ortalama yogunlugu 3,3 ¢cM olan ve 1,326 ¢M uzunlugunda
bir AFLP-RFLP haritasini1 olusturmustur. Baska AFLP haritalar1 da gelistirilmistir. 99
rekombinant kendilenmis hat kullanarak 2.833,7 cM'lik bir AFLP haritas1 olusturulmus
ve daha sonra ek AFLP markirtyla gelistirilmistir (Flores-Berrios vd. 2000). Direk
uzunluk polimorfizmi (DALP) markirlarinin ve AFLP markirlarim birlestiren 2,169 cM
uzunlugunda bir genetik harita olusturulmustur (Langar vd. 2003).

2.4.4. SCAR Yontemi

RAPD ve ISSR gibi markir spesifitesi diisik olan markirlarin giicii, bu
yontemlerle elde edilen bantlarin jel iizerinden ¢ikarilarak, 3’uclarindaki DNA
zincirlerinin tespiti ve bunlarin daha uzun, dolayisiyla da daha spesifik primerler olarak
PCR reaksiyonlarinda kullanilmasi ile arttirilir (Paran ve Michelmore 1993).
Tekrarlanabilirligi, RAPD ve ISSR markirlarina nazaran ¢ok daha yiiksektir. Genellikle
dominant markirlar olusturmasma ragmen, bantlarin restriksiyon enzimleriyle
kesilmesiyle kodominant markirlara doniistiirtilebilir (Giilsen ve Mutlu 2005).

Iki SCAR markir1 - HRGO1 ve HRGO02 aygicegi bitkilerinin segimlerinde Rfl
geninin alellerinin tanimlanmasi i¢in iliskilendirilmistir. Restorer hatlarin (Rf1Rfl1) PCR
urlinleri sadece 450 bp uzunlugunda bantlar vermistir. HRGO1 primerinin annealing
sicakligimi 58°den 54 dereceye diisiiriilmesi tim CMS hatlarinda PCR urtinleri (rflrfl)
350 bp uzunlugunda elde edilmesine neden olmustur. F1 melezlerinin (Rflrfl) PCR
urunlerinde her iki bantlarda goriilmiistir. HRGO1 markirinin kodominant karakteri ve
cok yillik tiirlerde Rf1 tespiti i¢in daha verimli oldugunu kanitlarken, HRGO2 tek yillik
tdrler i¢in daha iyi sonuglar vermistir. Ayrica, Rfl ve CMS-PETT1 ile iligkili mitokondrial
haplotiplerin baskin alellerini ayn1 anda tespit etmeyi saglayan multipleks RT-PCR test
sistemi gelistirilmistir (Markin vd. 2017).

iki SCAR markiri, PPR621.5M ve PPR621.5R, idameci hatlar icin G
(PPR621.5M) ve restorer hatlarin C (PPR621.5R) tespiti igin basariyla gelistirilmistir.
PPR621.5 F1 ve PPR621.5 Rev primer kombinasyonu sadece rf (idameci) alleline 6zg
164 bp uzunlugunda bir band olustururken, PPR621.5_F2 ve PPR621.5_Rev primer
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kombinasyonu sadece Rf (restorer) alleline 6zgii 164 bp uzunlugunda bir band
olusturmaktadir (Horn vd. 2019).

HRGO1 ve HRGO02, farkli biiylikliikteki amplifikasyon iiriinleri olugturmaktadir.
HRGO1 icin multipleks PCR urunlerinin coxll restiriksiyon enzim kesim bdlgesi
olusturmak i¢in ilave primerler kullanilarak gergeklestirilmistir. HRG02 durumunda, atp9
icin primerler PCR reaksiyonuna dahil edildi ve her iki multipleks PCR reaksiyonu da
cok iyi ¢alismaktadir (Kusterer vd. 2005).

59 aygigegi hattmnin haritalamasinda ¢ yeni markir, bir kodominant markir
67N04_P ve iki dominant markir, restorer i¢cin PPR621.5R ve idameci igin PPR621.5M
gelistirilmis ve dogrulanmistir. Yeni gelistirilen i¢ markirin yani sira restore edici gen
olan Rf1 (HRGO1 ve HRG02, CAPS-markir H13) icin mevcut U¢ markirm ¢ok yonliligi,
557 bireyden olusan genis bir iliskilendirme haritalamasinda analiz edilmistir (Horn vd.
2019).

67N04 P adli PAMSA markiri, HanXRQ ile karsilastirildiginda gézlenen 67N04-
B2 BamHI BAC-bitis dizisindeki bir G ila bir A mutasyonun saptanmasi igin
olusturulmustur. Bu SNP'nin tespiti, basit donanimli laboratuvarlarda bile erisilebilir hale
getirmek icin agaroz jellerinde gerceklestirilmistir. Olusturulan kodominant markir,
olusan bantlar 15 bp uzunluk farkindan dolay1 restorer hattt RHA 325 ile idameci hatti
HA 342 arasinda ayrim yapilmasini saglamistir. Restorer hatlarinda 170 bp'lik bir bant
gorilirken idameci hatlarinda sadece 155 bp'lik bir bant goriilebilmistir.

Arastirmacilar ve bitki 1slah¢ilari farkli taleplere ve labaratuvar ekipmanlara sahip
olduklarindan, markirlarmm 1slah programlarma uygulanmasi en basindan beri zor
olmustur. Calismamizda, 67N04 P, PPR621.5R, ve PPR621.5M (¢ adet yeni gelistirilen
PAMSA (Coklu spesifik alellerin PCR amplifikasyonu) markirlar1 markir destekli
seleksiyon i¢in ¢ok degerli araglar oldugunu kanitlamistir, PAMSA 67N04_P bir
Kodominant markirdi ve PPR621.5R ve PPR621.5M ayr1 ayr1 PCR reaksiyonlar1
gerektirmelerine ragmen kombinasyon halinde calismak, heterozigot bitkilerin
belirlenmesine de izin vermektedir.

Ozellikle, yeni gelistirilen {ic markir (kodominant PAMSA 67N04_P ve SCAR
markirlarit PPR621.5R ve PPR621.5M), aygicegi hibrit 1slahinda markir destekli se¢im
i¢in degerli araglar1 temsil etmektedir (Horn vd. 2019).

2.4.5. CAPS Yontem

CAPS markirlar1 RFLP markirlarma dayanwr. PCR  gelistirildikten sonra
birlestirilmistir. O nedenle PCR-RFLP diye CAPS markirlarina da denir.
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CAPS markir1 olan H13 kodominantti, ancak islah programlarinda gergek
kullanim i¢in restorer geni olan Rfl'e 7,7 ¢M uzaktadir. CAPS markiri H13, PCR Grinina
Hinfl ile kesilen RAPD markir OPH13 337'den gelistirilmistir. CAPS markiri olan H13,
restorer ve idameci hatlar arasindaki ayrim igin kullanisli olmayan bir markir olarak
bulunmustur (Horn vd. 2019).

2.4.6. Basit tekrarh dizi (Simple sequence repeats (SSR)) markirlar

Mikrosatellitler veya Basit tekrarlar1 dizi (SSR'ler), basit bir i¢ tekrar yapisinda
diizenlenmis kisa dizi pargalaridir (Tautz 1989). Simdiye kadar analiz edilen her
organizmanin genomunda SSR'ler tespit edilmistir (Li vd. 2002). Mikrosatellitlerin
sayisinin tlirler iginde ve tiirler arasinda olduk¢a degisken oldugu gosterilmistir.

Mikrosatellit markirlari, yiksek polimorfizm seviyeleri, coklu allellik dogasi,
kodominant kalitimi, genomlarda genis dagilimi, PCR kullanarak analiz kolaylig1 ve
laboratuvarlar arasinda yayilma kolaylig1 nedeniyle genetik haritalama ve popiilasyon
caligmalar1 i¢in ideal bir DNA markir sistemidir. Farkli arastirma gruplar1 SSR
markirlarinin gelisimini ve karakterizasyonunu tanimlamistir ve toplam 2.040 markir
yayinlanmistir (Paniego vd. 2007). Tang vd. (2002), basit dizi tekrar1 (SSR) markirlari
temelinde aygicegi i¢in ilk genetik baglant1 haritasini olusturmustur. Harita cerezlik ve
yaglik restorer hatlari (RHA280 = RHAS801) arasindaki melezlerden elde edilen
rekombinant kendilenmis hatlar (RILs) ile olusturulmustur. Harita 1.368 cM
uzunlugundaydi ve ortalama 3,1 ¢cM yogunluga sahipti. Burada agiklanan SSR markirlari,
ayc¢iceginin genetik haritalarmi olusturmak icin kritik bir DNA markirlarini saglar ve
yabani ve kultlr ay¢icegi i¢in gelistirilen ¢ok sayida genetik haritanin birlestirilmesi ve
capraz referanslanmasi i¢in temel olusturur.

Daha sonra Yu vd. (2003), SSR markirlarina dayali yeni bir RIL haritas1 (PHA x
PHB) olusturarak aygicegi haritasimin yogunlugunu arttrmustir. Yu vd. (2003), 701 yeni
SSR ve 89 RFLP veya INDEL markir lokusunu, ikisi daha dnce Gedil vd. (2001); Tang
vd. (2002) tarafindan kullanilan ii¢ popiilasyona haritalayarak ilk ayg¢igegi g¢apraz
referansli haritalar1 olusturmustur. Bu haritalardan Tang vd. (2003), 657 lokusu, lokus
basina ortalama 2,2 cM yogunluga sahip 1.423 cM'lik bir haritaya entegre eden aycicegi
birlesik bir SSR baglant1 haritas1 gelistirmistir.

Aygicegi baglant1 grubu uglarini tanimlamak ve yaymlanan aygicegi basit dizi
tekrar1 (SSR) baglant1 haritasin1 genisletmek icin hedef bolge amplifikasyon
polimorfizmi (TRAP) markir teknigi de kullanilmistir (Hu vd. 2004, 2007).

Rachid Al-Chaarani vd. (2002) tarafindan gelistirilen AFLP haritasi, AFLP

markirlarinin sayisini artirarak ve 38 SSR markirint entegre ederek gelistirilmistir. Yeni
haritada 2.916 cM'yi kapsayan 21 baglant1 grubuna 367 AFLP ve SSR markir lokusu
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yerlestirilmistir. Bu SSR-AFLP haritasinin yakin zamanda farkli kaynaklardan 161 yeni
SSR markirlarini entegre eden Tang vd. (2002) tarafindan ek bir gelisme kaydedildigi ve
bu haritaya Paniego vd. (2007), genel SSR haritasma c¢apraz referans verildigi
bildirilmistir.

Gunlimuzde SSR'ler, kiltir bitkilerinde DNA parmak izi, genetik haritalama ve
molekiiler islah dahil olmak (zere populasyon genetigi analizleri igin tercih edilen
markirlar haline gelmistir (Powell vd. 1996). Mikrosatellit markirlari, farkli melezler
arasindaki karsilastrmali analizler i¢in harita tabanli klonlama yaklasimlarinda da
kullanighidir.

Genetik haritalar, birgok kultir bitkisinde, tek bir ayr1 popiilasyonda birkag markir
sistemi kullanilarak olusturulmustur. Bu markir tipleri, bilgi icerigi, reaksiyon basina
diisen skorlanabilir polimorfik bant sayisi, otomasyon derecesi bakimindan farklilik
gosterir, ancak ilgilenilen 6zelligin fenotipini etkilemez, ¢iinkii bunlar yalnizca 6zelligi
kontrol eden genin yakininda veya onunla baglantilidir (Collard vd. 2005). Genellikle,
yontem se¢imi, ihtiya¢ duyulan genetik ¢oziiniirliige, mevcut teknolojiye ve finansal
kisitlamalara baglidir. Cesitli molekiiler markirlar arasinda RFLP'ler ay¢icegi de dahil
olmak Uzere bircok bitki tiirtinde gelistirilmistir (Botstein vd. 1980). RFLP'ler
kodominant markirlardir ve benzersiz bir lokusu tanimlayabilir. RFLP markirlar:
tarafindan tespit edilen polimorfizm, spesifik restriksiyon enzimleri tarafindan taninmay1
ve spesifik bir prob ile hibridizasyonu i¢erdiginden ¢ok giivenilirdir (Mohan vd. 1997).
Bununla birlikte, RFLP analizleri zor, zaman alicidir ve basarilar1 genomun biiytikligii
ve karmasiklig1 ile ters orantilidir (Zhang ve Wing 1997). Buna karsilik, polimeraz zincir
reaksiyonuna (PCR) dayanan yeni yaklasmmlar oldukca basittir. Cogaltilmis parca
uzunluk polimorfizmi (AFLP), spesifik restriksiyon enzimleri ve oligonukleotit
adaptorleri tarafindan tretilen restriksiyon fragmentlerinin PCR amplifikasyonuna
dayanir (Vos vd. 1995). Bu yontem, polimorfizmlerin saptanmasini kolaylastiran gok
sayida kesim pargasi lretir. Yiikseltgenen DNA fragmanlarmin sayisi, adaptor primer
dizilerine eklenen farkli sayida se¢ici niikleotid segilerek kontrol edilebilir. Bu yaklasim
iliskilendirme haritalamasinda ve g¢esitler arasindaki ayrimlarda faydalidir. Yiksek
tekrarlanabilirlik ve yiiksek tanimlanabilir polimorfizm siklig1 ile karakterize edilmistir
(Lin vd. 1996). Bununla birlikte, AFLP'lerin tiretilmesi hala pahalidir ¢linkii bantlar
glimiis boyama, floresan boya veya radyoaktivite ile tespit edilir (Mohan vd. 1997).

2.5. Popiilasyonlarin haritalanmasi

Haritalama i¢in kullanilan popiilasyonun se¢imi, haritalama bilgilerinin etkinligi
ve erisilebilirligi tizerinde O6nemli sonuglara sebep olabilir (Burr ve Burr 1991).
Haritalama genellikle F2 popiilasyonlari, geri melez popiilasyonlar1 (BC) veya
rekombinant kendilenmis hatlar (RIL) kullanilarak yapilir.
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F2 popilasyonu, F1 bireylerinin kendilenmesi ile dretilir. F1 bireyleri, ilgili
Ozellikler bakimindan farklilik gosteren iki hattin aralarinda melezlenmesi ile gelistirilir.
Geriye melez popiilasyonlari, F1-bireyleri ilk melezlemede kullanilan iki ebeveynden
biriyle tekrarli melezlemeler ile gelistirilir. F2 ve BC1-popilasyonlar, kendi déllenen
tiirler i¢cin gelistirilen en basit haritalama popiilasyonlaridir. Baglica avantajlari, yapimi
kolay ve ucuz olmalari ve iiretilmeleri i¢in sadece kisa bir siire gerektirmeleridir (Langar
vd. 2003; Collard vd. 2005). Bununla birlikte, F2 veya BC1 popiilasyonlarmnin
kullanilmasinin en bliylik dezavantajlari, bu popiilasyonlarin kalict olmamasi ve DNA
veya proteini izole etmek i¢in doku kaynaklarmin zaman iginde bir noktada tiikkenmesidir
(Ferreira vd. 2006). Sonra baska bir popiilasyonda tekrar haritalamaya baslamak zorunda
kalinmaktadir. RILs kullanimi bu soruna gii¢lii bir ¢6ziim olabilir. Rekombinant
kendilenmis hatlar (RIL’s), F2 populasyonunun tek tek bitkilerinden tek tohum segimleri
ile gelistirilir. Tek tohumlu seleksiyonu birkag generasyon boyunca tekrarlanir, bu da her
biri orijinal ebeveynlerden benzersiz bir kromozomal segment kombinasyonu igeren bir
dizi homozigot saf hatlar gelistirilir. Bu populasyonlarin birkag¢ avantajlar1 vardir. Ik
olarak, RIL’s smirsiz haritalama olanaklarma sahip sonsuz bir popilasyonun
gelistirilmesine imkan verirler. Bu, homozigotluk elde edildikten sonra, rekombinant
kendilenmis saf hatlar acilim olmaksizin siiresiz olarak ¢ogaltilabilecegi anlamina gelir
(Burr ve Burr 1991). Ikincisi, RIL’s, hastalik direnci gibi morfolojik 6zellikler veya
gelismekte olan bir molekiiler harita iizerinde derlenebilen verim gibi nicel 6zellikler i¢in
tekrar tekrar degerlendirilebilir. Uglinclisti, RIL'leri F2 veya BC1 popiilasyonlarindan
ayrran 6nemli bir faktor: RIL'ler homozigotluga ulasilmadan 6nce birden fazla mayoz
bolinmeye maruz kalmalaridir. Sonug¢ olarak, baglantili markirlar ve genlerin
rekombinasyon olasilig1 daha yiiksektir (Burr ve Burr 1991).
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3. MATERYAL ve METOT

3.1. Analizler icin Kullanilan Bitki Materyalleri

Bitki materyalleri ay¢icek 1slah1 yapan yerli firmalarin genetik havuzundan temin
edilmistir. Bitkilerin yetistiriciligi 2021 yili sonbahar ve 2022 yili ilkbahar sera
yetistiriciligi donemlerinde iki sezon yapilmistir. Analiz i¢in kullanilan bitki materyalleri
Sekil 3.1°de gosterilmektedir.

Sekil 3.1. Analiz i¢in kullanilan aygicegi bitki materyalleri
Analiz i¢in kullanilan bitki materyallerinin pedigree listesi yapilmistir (Cizelge 3.1).

Cizelge 3.1. Analiz igin kullanilan restorer, idameci, CMS ayg¢igegi bitki materyallerin
pedigree listesi

1. SSU2 BC1F2 BC1F2 — A grubu

2. SSU7 BC1F2 BC1F2 — A grubu

3. SB423 R Restorer

4, SIMA4 BC1F2 BC1F2 — A grubu

Restorer idameci CMS

1. BTU 220 — A419 21. m652 — A4l 41. S653 - A4l
2. BTU 222 — A419 22. m653 — A4l 42. 5654 — A4l
3. BTU 223 - A419 23. m654 — A4l 43. S655 - A4l
4. BTU 224 — A419 24. me55 — A4l 44, S656 — A4l
5. BTU 225 — A420 25. m656 — A4l 45, S658 — A4l
6. BTU 229 — A420 26. m658 — A4l 46. S659 — A48
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Cizelge 3.1°nin devamu

7. BTU 230 - A420

27. m659 — A48

47. 5660 — A48

8. BTU 232 — A420

28. m660 — A48

48. 5661 — A412

9. BTU 233 — A420

29. m662 — A412

49. 5662 — A412

10. BTU 235 — A420

30. m663 — A412

50. S663 — A412

11. BTU 236 — A420

31. m664 — A412

51. 5664 — A412

12. BTU 237 — A420

32. m665 — A412

52. 5665 — A412

13. BTU 238 — B420

33. m666 — A412

53. S666 — A412

14. BTU 239 — B420

34. m667 — A412

54. 5667 — A412

15. BTU 240 — B420

35. m668 — A412

55. 5668 — A412

16. BTU 241 — B421

36. m669 — A412

56. S669 — A412

17. BTU 243 — B421

37. m670 — A412

57. 5670 — A412

18. BTU 244 — B421

38. m671 — A412

58. S671- A412

19. BTU 245 — B421

39. m677 — A412

59. S672 — A412

20. BTU 246 — B421

40. m678 — A412

60. S673 — A412

1. A20 CMS A410

2. A2l M A410

3. AC7 CMS A421

4. AC8 M A421

5. AC16 CMS A421

6. AC17 M A421

7. AC75 CMS A424

8. ACT76 M A424

9. ACS86 CMS A424
10. AC87 M A424
11. A431*A430 M A424
12. A430 M A424
13. AC139 CMS A410
14. AC140 M A410
15. MA5*MAG CMS A410
16. MAG M A410
17. BTU25 R A43
18. BTU42 R Ad4
19. BTU53 R Ad44
20. BTU117 R A410
21. BTU171 R A414
22. BTU118 R A410
23. BTU164 R A414
24. SU153 CMS Ad44
25. M3 SU154 M Ad44
26. SU157 CMS Ad44
27. SU163 CMS Ad44
28. SU154 M1 M Ad44
29. SU169 C1*SU170 M1 CMS Ad44
30. SU154 M2 M Ad44
31. SU172 M1 M Ad4
32. SU171 C1*SU172 M1 CMS Ad4

21




MATERYAL ve METOT A. ZAILASHEVA

Cizelge 3.1’nin devami

1. SIM1-1. Bt M BC1F1-B hatt1
2. SIM1-2. Bt M BC1F1-B hatt1
3. SIM1-3. Bt M BC1F1-B hatt1
4. SIM1-4. Bt M BC1F1-B hatt1
5. SIM1-5. Bt M BC1F1-B hatt1
6. SIMI1-6. Bt M BC1F1-B hatt1
7. SIM1-7.Bt M BC1F1-B hatt1
8. SIM1-8. Bt M BC1F1-B hatt1
9. SIM1-9.Bt M BC1F1-B hatt1
10. SIM1- 10. Bt M BC1F1-B hatt1
11. SIM1-11. Bt M BC1F1-B hatt1
12. SIM1- 12. Bt M BC1F1-B hatt1
13. SIM1- 13. Bt M BC1F1-B hatt1
14. SIM1- 14. Bt M BC1F1-B hatt1
15. SIM1- 15. Bt M BC1F1-B hatt1
16. SIM1- 16. Bt M BC1F1-B hatt1
17. SIM1- 17. Bt M BC1F1-B hatt1
18. SIM1- 18. Bt M BC1F1-B hatt1
19. SIM1- 19. Bt M BC1F1-B hatt1
20. SIM1- 20. Bt M BC1F1-B hatt1
21. SIM1- 21. Bt M BC1F1-B hatt1
22. SIM2 -1. Bt M BC1F1-B hatt1
23. SIM2 - 2. Bt M BC1F1-B hatt1
24. SIM2 - 3. Bt M BC1F1-B hatt1
25. SIM2 - 4. Bt M BC1F1-B hatt1
26. SIM2 - 5. Bt M BC1F1-B hatt1
27. SIM2 - 6. Bt M BC1F1-B hattt
28. SIM2 - 7. Bt M BC1F1-B hattt
29. SIM2 - 8. Bt M BC1F1-B hattt
30. SIM2 - 9. Bt M BC1F1-B hattt
31. SIM2 - 10. Bt M BC1F1-B hattt
32. SIM2 -11. Bt M BC1F1-B hattt
33. SIM2 -12. Bt M BC1F1-B hattt
34. SIM2 - 13. Bt M BC1F1-B hatt1
35. SIM2 - 14. Bt M BC1F1-B hatt1
36. SIM2 - 15. Bt M BC1F1-B hatt1
37. SIM2 - 16. Bt M BC1F1-B hatt1
38. SIM2 -17. Bt M BC1F1-B hatt1
39. SIM2 - 18. Bt M BC1F1-B hatt1
40. SIM2 -19. Bt M BC1F1-B hatt1
41. SIM2 - 20. Bt M BC1F1-B hatt1
42. SIM3 -1. Bt M BC1F1-B hatt1
43. SIM3 - 2. Bt M BC1F1-B hatt1
44. SIM3 -3. Bt M BC1F1-B hatt1
45. SIM3 -4. Bt M BC1F1-B hatt1
46. SIM4 -1. Bt M BC1F1-B hatt1
47. SIM4 - 2. Bt M BC1F1-B hatt1
48. SIM4 - 3. Bt M BC1F1-B hatt1
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Cizelge 3.1’nin devami

49. SIM4 - 4. Bt M BC1F1-B hatt1
50. SIM4 -5. Bt M BC1F1-B hatt1
51. SIM4 - 6. Bt M BC1F1-B hatt1
52. SIM4 - 7. Bt M BC1F1-B hatt1
53. CMS CMS CMS

Y 6ntem olarak bu ¢alismada bitki materyallerine uygun DNA izolasyon protokoli
ve primerlere uygun PCR protokoli uygulanmistir (Cizelge 3.2).

Cizelge 3.2. Analiz igin kullanilan SCAR markirlari, ilgili primerler, beklenen PCR

amplifikasyon urunleri buytkltkleri ve literatirler sunulmustur

Markar / Primer sekansi (5°-3°) Band Yararlanilan
primer biiyiikliigii kaynak
ad1 (bp) ve

alleli (Rf/rf)
67N04_Fla TGCAAGATAGGCGACTGAGGGC | 170 (Rf) Horn vd. 2019

TCATCTCCAATTA

67N04_F2b TGAGGGCTCATCTCCAGCTG 155 (rf) Horn vd. 2019
67N04 R GGCTGCCATTAGTGAAGGAG Ortak (Rf/rf)
PPR621.5 F1 CAGTAATCTCCACATGAACATTG | 164 (rf) Horn vd. 2019
PPR621.5 F2 CAATAATCTCCACATGAACATTC | 164 (Rf) Horn vd. 2019
PPR621.5Rev | CCGGATTGTGTTCCGATTAG Ortak (164

Rf/rf)
HRGO02 F AAA CGT GGG AGA GAG GTG G 738 (Rf) Horn vd. 2003
HRGO02 R AAA CGT GGG CTG AAG AAC TA | (Restorer alleli

icin B-plany,

atp9ile

birlikte

kullanilacaktir
atp9_for GGTGCAAAATCAATAGGGGCCG | 474 (internal Accession
atp9_rev ACCGAATGAATGCGTCACAAGG | kontrol) X51895

dominant

markir ile

kullanilacaktir.
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3.2. Bitkilerin Yetistirilmesi

2021 guz doneminde yetistirilen maintainer ve kisir hatlarin DNA O6rnekleri,
Osterras Tarim sirketinin Antalya’nin Serik il¢esine baghh Kocayatak lokasyonundaki
deneme alanindan, diger bitki 6renekleri de Akdeniz Universitesi Siis bitkileri seralarmda
“Sus Aygigegi Islah1” projesi kapsaminda yetistirilen popiilasyonlardan 2022 ilkahar
doneminde ve 2022 ilkbahar yaz doneminde alinmistir.

3.3. DNA izolasyonu

Aygigek bitkinin en taze yapraklarindan izole edilen DNA’lar molekuler analizler
icin kullanilmistir. DNA izolasyonu tissue lyser cihaz yardimi ile CTAB protokoliine
gore yapilmistir. CTAB tampon ¢ozeltisi; 2% CTAB, 20 mM EDTA, 100 mM TrisHCI
(pH=8), 1.4 M Nac(l, 0.2% B-mercaptoethanol tarifine goére hazirlanmistir.

Taze aygigek yapraklar tiiplere konulup tizerine 200 pl CTAB ¢ozeltisi eklenerek
ezme islemi yapilmistir. Ezilen 6rneklere 250 ul daha CTAB cozeltisi eklenerek 65°C’de
1 saat inkiibasyona birakilmustir. 1 saat sonra inkiibasyondan alinan drneklere 450 pl 24:1
oranindaki kloroform-izoamil alkol ¢6zeltisi eklenip 20 dk santrifiijde iki fazli soliisyon
olugmas1 saglanmistir. Olusan iki fazli ¢6zeltinin {ist fazinda DNA oldugu kabul edilip
pipet ile yeni tiiplere aktarilmistir (yaklasik 300 pl). Aktarilan fazin tizerine 300 pl
izopropanol ¢ozeltisi eklenip 1 gece -20°C’deki buzdolabinda bekletilmistir. Ertesi giin
-20°C’ten c¢ikarilan Ornekler santrifiij edilip tliplerin tabaninda pellet olusumu
saglanmistir. Olusan pelletlerdeki ¢6zelti dikkatlice dokiiliip yerine 300 pl etanol
ekleyerek tekrar santrifiij yapilmistir. Bu islemi iki kez yaptiktan sonra tiiplerdeki pelletin
diismemesine dikkat edilerek igerisindeki ¢6zelti dokiildiikten sonra 1 saat kurumaya
birakilmistir. Kuruyan tiiplere 100 pl distile su eklenerek stok DNA c¢o6zeltisi elde
edilmistir.

3.4. Markar Analizleri
3.4.1. SCAR markiar analizleri

Rfl/rfl restorer geni icin, 67NO4 bir kodominant SCAR markiridir. Ug primerden
birisi her iki allele Rf/rf ortak, birisi Rf alleline digeride rf alleline spesifiktir. Uglii primer
seti sadece 170 bp uzunlugunda bir band olusturur ise RfRf homozigot restorer, sadece
155 bp uzunlugunda band olusturur ise rfrf homozigot idameci (maintainer) ve her iki
band1 olusturur ise de Rfrf heterozigot oldugunu gostermektedir.

Yine Rfl i¢in gelistirilen ve Rfl i¢in aday gen olarak gdsterilen bir genden dizayn
edilen iki farkli dominant markir; PPR621.5_F1/PPR621.5_Rev primer kombinasyonu
sadece rf (idameci) alleline 06zgii 164 bp uzunlugunda bir band olustururken,
PPR621.5 F2/PPR621.5 Rev primer kombinasyonu sadece Rf (restorer) alleline 6zgu
164 bp uzunlugunda bir bant olusturmaktadir.
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HRGO02 dominant SCAR markirida Horn vd. (2002) yilinda Rfl restorer alleline
spesifik olarak gelistirilmistir. B-plani olarak bu dominant SCAR markir1 atp9 markiri ile
birlikte kullanilacak ve band yoklugunda rfrf mi yoksa PCR reaksiyonundaki bir hatadan
dolay1 m1 beklenen 738 bp uzunlugundaki markir bandinin gériilmedigi anlagilir.

SCAR primerlerinin testlenmesinde PCR bilesenleri Cizelge 3.3’te ve SCAR
(67NO4) primerlerinin PCR dongusu Cizelge 3.4’te, SCAR (PPR621.5) primerlerinin
PCR dongusu Cizelge 3.5’te, SCAR (HRGO02) primerlerinin ise Cizelge 3.6’da sunulan
sekilde kullanilmistir.

Cizelge 3.3. SCAR analizlerinde kullanilan PCR bilesenleri

Bilesenler Miktar

DNA 2 uL
10x Tag amonium Buffer ((NH4)2S04) 1.5uL
25 mM MgCI2 1.5puL
5 mM dNTPs 1.5puL
2,4 U/uL Tag DNA polymerase enzimi 0.2 uL
10 mM 67NO4 Primeri (Forward) 1.8 L
10 mM 67NO4 Primeri (Reverse) 1.8 uL
ddH20 4.7 pL

TOPLAM 15 pL

Cizelge 3.4. SCAR (67NO4 primer) analizlerinde kullanilan PCR dongiisii

Sicakhk Sure Dongii sayisi
94.0°C 3 dk 1
94.0°C 1dk 40

65°C 1dk 40
72°C 30 sn 40
72°C 7 dk 1
4°C o0 1

Cizelge 3.5. SCAR (PPR621.5 primer) analizlerinde kullanilan PCR dongiisii

Sicakhik Sdre Dongii sayisi
94.0°C 2 dk 1
94.0°C 30 sn 30

62°C 30 sn 30
72°C 1dk 30
72°C 4 dk 1
4°C o0 1
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Cizelge 3.6. SCAR (HRGO2 primer) analizlerinde kullanilan PCR dongiisii

Sicakhk Sure Dongii sayisi
94.0°C 10 dk 1
94.0°C 45 sn 35

65°C 45 sn 35
72°C 1dk 35
72°C 6 dk 1
4°C 00 1

3.5. Jel Elektroforezi

PCR reaksiyonlarinda Uretilen SCAR primerlerinin PCR (rinlerinin UV altinda
goruntuleneilmesi %3’1ik jel (400 ml TBE tampon ¢ozeltisi, 12 g agaroz, 6 uL etidyum
bromid), %2’lik (400 ml TBE tampon ¢6zeltisi, 8 g agaroz, 6 puL etidyum bromid) ve
%1.5’lik agaroz jel kullanmilmistir. Jelin hazirlanmasinda kullanilan TBE tampon
cozeltilerin hazirlanmasi:

e 1X TBE tamponu:

108 g tris, 55 g borik asit ve 7.5 g EDTA 1000 ml saf su i¢cinde ¢ozindurilmis ve
10X’lik stok ¢ozelti olusturulmustur. Daha sonra bu 10X’lik ¢ozelti 9 L saf su ile
karistirilarak 1X’lik seyreltilmis ¢6zelti hali ile kullanilmistir.

PCR urunlerinin Gzerine 5 pL yikleme buffer: (15 ml gliserol, 35 ml saf su, 0.05 g
bromofenol blue) eklenerek jele yiiklemesi yapilmistir. Uriinler 110 V elektrik akimu ile
yaklasik 2 saat 1X’lik TBE tampon cozeltisinin icerisinde kosturulmustur. Her jel
yuklemesinde ilk kuyucuklara 3uL 100 bp’lik DNA Ladder (Thermo, GeneRuler)
yiiklenmistir. Jel goriintiilemesi Minilumi, DNR Bio-Imaging Systems markali cihazda
yapilmaistir.
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4. BULGULAR ve TARTISMA
4.1. Molekiiler cahismalar

SCAR markir analizi igin 4 tane aygicek orneklerine 5 farkli primerin taramasi
yapilmistir. PCR sonuglar1 %3’°1liik agaroz jelde goriintilenmistir (Sekil 4.1, 4.2).

PPR621.5_F1/Rev rf 67N04_F2b/Rev rf

1 2 3

4 N

Rf 67N04_Fla/Rev Rf

Sekil 4.1. SCAR — PPR621.5_F1/Rev (164 bp (rf)) ve PPR621.5_F2/Rev (164 bp (Rf))
ve 67N04_F2b/Rev (155 bp (rf)) ve 67N04_Fla/Rev (170 bp (Rf)) markir primeri
taramasinin goruntuleri, 1. SSU2 — BC1F2 — A hat fertil heterozigot, 2. SSU7 — BC1F2
— A hat kisir, 3. SB423 — R, 4. SIM4 — BC1F2 — A hat kisir Restorer heterozigot

Cizelge 4.1. SCAR markir analizinde kullanilan genotipler

Restorer 67N04_Fla | 67N04_F2b/ | PPR621.5 F1 | PPR621.5 | HRG02_F/R
/Rev (170 Rev (155 bp | /Rev (164 bp | F2/Rev (164 | (738 bp (Rf))
bp (Rf)) (rf) (rf)) bp (Rf)) \t/)e )atp9 (474
p
1. SSU2 - R r r R RR
BC1F2 — A hat
fertil heterozigot
2. SSU7 - r r RR
BC1F2 — A hat
kisir
3.SB423 -R R r r R RR
Restorer
heterozigot
4. SIM4 - r r RR
BC1F2 — A hat
kisir

Elde edilen goruntiilerde Rfl i¢in gelistirilen dominant markir PPR621.5_F2/Rev
primer kombinasyonu 1. ve 3. 6rneklerinde 164 bp uzunlugunda bant olusturulmustur, ve
beklendigi gibi Rf allelinin varligina isaret etmektedir. PPR621.5 F1/Rev primer
kombinasyonu bitin 6rneklerde rf alleline 6zgi 164 bp uzunlugunda band
olusturulmustur, ve kisir (rfrf) veya heterozigot Rfrf genotiplerini dogrulamaktadir.
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Dominant 67N04_F2b/Rev primer ile 155 bp uzunlugunda band olusturup rf
alleli, 67NO4_Fla/Rev primeri Rf alleline spesifik 170 bp uzunlugunda sadece 1. ve 3.
ornekte band olugsmasi her iki markir sonucuna bakilarak heterozigot (1. ve 3. drnekler)
oldugunu gostermistir.

HRGO02_F/Rev (Rf) atp9_F/Rev

Sekil 4.2. HRG02_F/R (738 bp (Rf)) ve atp9 (474 bp) birlikte yapilan primerleri ile
uretilen PCR amplifikasyon Urlnlerinin agaroz jel elektroforezi gorunttsu

HRGO02 dominant Rf alleline spesifik atp9 primeri ile birlikte 738 bp uzunlugunda
band elde edilmistir. Ancak 2. ve 4. érneklerde beklemedigimiz Rf bandi elde edilerek
hatali sonu¢ gostermistir. HRG02_F/R (738 bp (Rf)) ve atp9 (474 bp) primerleri ile
yapilan analizde kullanilan genotipler Cizelge 4.1’de gosterilmistir.

SCAR markir analizi i¢gin 67N04_Fla/Rev ve 67N04_F2b/Rev primerleri ile 20
restorer, 20 idameci, 20 CMS primer taramasi yapilmistir (Sekil 4.3, 4.4). SCAR
markirlar analizinde kullanilan genotipler ve dominant markir sonuglarina it genotipler
Cizelge 4.2°de gosterilmistir.

67N04_Fla/Rev Rf
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Sekil 4.3. 1-20 restorer, 21-40 idameci, 41-60 CMS bitki ornekleri ile yapilan
67N04_F1a/Rev (170 bp (Rf)) primeri ile tretilen PCR amplifikasyon trinlerinin agaroz
jel elektroforezi gorintlsiu

Cizelge 4.2. Dominant SCAR markirlar1 analizinde kullanilan genotipler ve dominant
markir sonuglarina ait genotipler

Restorer 67N04 F1 | 67N04 F2 | PPR621.5 F | PPR621.5 | HRG02 F/R
a/Rev (170 | b/Rev (155 | 1/Rev (164 F2/Rev (738 bp (RY))
bp (RT)) bp (rf)) bp (rf)) (164 bp ve atp9 (474
__ (R) bp)
1.BTU220 - R R r R R
2.BTU222 -R R r R R
3.BTU223-R R r R R
4.BTU224-R R r R R
5 BTU225-R R r R R
6.BTU229 - R R r R R
7.BTU230-R R r R R
8.BTU232-R R r R R
9.BTU233-R R r R R
10. BTU235-R R r R R
11.BTU 236 -R R r R R
12.BTU 237 -R R r R R
13.BTU 238 -R R r R R
14.BTU 239 - R R r R R
15.BTU 240 —-R R r R R
16.BTU 241 -R r r
17.BTU243-R r r
18. BTU 244 - R r r
19. BTU 245 -R r r
20. BTU 246 — R r r
Idameci
21. m652 - M r r R
22. m653 - M r r
23. m654 — M R r r R
24. m655 - M r r R
25. m656 — M r r
26. m658 — M r r
27. m659 — M r r R
28. m660 — M R r r
29. m662 — M r r R
30. m663 — M r r
31. m664 — M r r
32. m665 - M r r R
33. m666 — M r r R
34. m667 — M r r R
35. m668 — M r r
36. m669 — M r r R
37. m670 — M r r R
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Cizelge 4.2°nin devami

CMS 67N04_Fla | 67N04_F2b/ | PPR621.5 F1 | PPR621.5_ | HRGO02_F/R
/Rev (170 | Rev (155bp | /Rev (164 bp | F2/Rev (164 | (738 bp (Rf)) ve

bp (R)) (rf)) (rf) bp (Rf)) | atp9 (474 bp)

38. m671 - M

39. m677 - M

40. m678 — M
41. S653 - CMS R
42. 5654 - CMS R
43. S655 - CMS
44. 5656 — CMS
45. S658 - CMS
46. S659 — CMS
47. 5660 — CMS
48. S661 — CMS
49. S662 — CMS
50. S663 — CMS
51. S664 — CMS
52. 5665 - CMS
53. S666 — CMS
54. 5667 — CMS
55. 5668 — CMS
56. S669 — CMS
57. 5670 - CMS
58. S671- CMS
59. 5672 - CMS
60. S673 — CMS

)

pulppelievlipulie)

)

|00 |0|0|A0|A0|0|0 00

s|=|=[-[ |55 [|5|=5[5|5|5[|5 |5 [5|5[5|=s|=]|=
s|=s|=[=|s|=|[=s|=s|[=s[s|=|=|s|s|=s|=s|=|[=|=|=|[=|=5]|=

Rf1 alleline sahip 67N04_F1a/Rev primeri ile 20 tane restorer bitki drneklerinin
15 tanesinde 170 bp uzunlugunda Rf homozigot restorer band olusturmustur. Fakat Rf
alleli spesifik bu markirm 21-40 idameci, ve 41-60 CMS bitki 6rneklerinde band
goOstermesi beklenmemektedir. Son iki grupta heniiz saflasmamis ve Rf alleli tasiyan
ikiser bitki tespit edilmistir.
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Sekil 4.4. 67N04_F2b/Rev (155 bp (rf)) primerleri ile elde edilen 1-20 restorer, 21-40
idameci, 41-60 CMS bitki 6rneklerinin PCR amplifikasyon iiriinlerinin agaroz %3’liik jel
elektroforezi gorintisu

67N04_F2b/Rev (155 bp (rf)) primerleri ile yapilan analizde kullanilan genotipler
Cizelge 4.2°de gosterilmistir.

Restorer 1-15 bitki 6rneklerinde Sekil 4.3’te Rf homozigot restorer, Sekil 4.4’te
16-20 bitki 6rneklerinde rf homozigot idameci ve beklemedigimiz 1-15 bitki 6rneklerinde
rf band1 olusturarak hatali sonu¢ gosterilmistir ve kalan 15-20 idameci 20-40 ve CMS 40-
60 bitki ornekleri sadece 155 bp uzunlugunda band elde edilip rf homozigot idameci
oldugunu gosterilmistir. Bu ylizden bu primer bizim yaptigimiz analizde hatali sonug
goOstererek her popiilasyonda ¢alismayabilmektedir.

SCAR markir PPR621.5 F1/Rev ve PPR621.5 F2/Rev primerleri ile 1-20
restorer, 21-40 idameci, 40-60 CMS bitki érneklerine primer taramasi yapilmstir (Sekil
4.5, 4.6).
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Sekil 4.5. 1-20 restorer, 21-40 idameci, 41-60 CMS bitki érnekleri ile PPR621.5 F1/Rev
(164 bp (rf)) primerleri ile elde edilen PCR amplifikasyon iiriinlerinin %3’liik agaroz jel
elektroforezideki gorintaleri

PPR621.5 F1/Rev primerleri ile yapilan analizde kullanilan genotipler Cizelge
4.2°de gosterilmistir.

Dominant markir PPR621.5 F1/Rev primer kombinasyonu 16-20 restorer, 21-40
idameci ve 41-60 CMS bitki 6rneklerinde rf alleline 6zgii 164 bp uzunlugunda band elde
edilmistir.

Sekil 4.6. 1-20 restorer, 21-40 idameci, 41-60 CMS bitki 6rnekleri ile PPR621.5_F2/Rev
(164 bp (Rf)) primerleri ile yapilan PCR amplifikasyonu iiriinlerinin %3’liikk agaroz jel
elekteroforezideki goruntuleri

PPR621.5 F2/Rev primerleri ile yapilan analizde kullanilan genotipler Cizelge
4.2’de gosterilmistir.
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Dominant markir Rf1 i¢in gelistirilen PPR621.5 F2/Rev primeri ile elde edilen
goruntiide 1-15 restorer Ornekleri 164 bp uzunlugunda Rf alleline 6zgu band
olusturmustur. 21-40 idameci ve 41-60 CMS bitki 6rneklerinde ise beklendigi gibi band
elde edilmemistir. PPR621.5 F1/Rev ve PPR621.5 F2/Rev primerleri ile yaptigimiz
analizde bekledigimiz sonuglari alarak bu primerlerin Rf allelini giivenli tespit edebildigi
gorilmiistiir.

SCAR markir HRG02_F/R primeri atp9 primeri ile restorer, idameci, CMS bitki
orneklerine primer taramasi yapilmstir (Sekil 4.7).

I

= u.,.-‘u“nu-u«ncx-..

Sekil 4.7. HRGO02_F/R (738 bp (Rf)) ve atp9 (474 bp) primerleri kombinasyonu ile 1-
20 restorer, 21-40 idameci, 41-60 CMS bitki 6rnekleri PCR amplifikasyon Grlnlerinin
%2’1ik ve %1,5’lik agaroz jel elektroforezideki gorintuleri

HRGO02_F/R primeri atp9 primerleri ile analizde kullanilan genotipler Cizelge
4.2’de gosterilmistir.

HRGO02 dominant markir Rf1 restorer alleline spesifik olarak PCR goéruntiide 1-
15 restorer bitki 6rneklerinde beklenen 738 bp uzunlugunda markir bandi elde edilmistir.

32 farkli aygicegi bitki Orneklerine 67N04_Fla/Rev ve 67N04_F2b/Rev
primerleri ile PCR taramasi yapilmistir (Sekil 4.8). SCAR markir 67N04 Fla/Rev ve
67N04_F2b/Rev primerleri ile analizinde kullanilan 32 farkli aygigegi bitki genotipleri
Cizelge 4.3’te gosterilmistir.
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67N04_Fla/Rev Rf e 17 23
i

Sekil 4.8. 67N04_F1a/Rev (170 bp (Rf)) ve 67N04_F2b/Rev (155 bp (rf)) primerleri ile
32 farkli aygicegi 6rnegi ile yapilan PCR amplifikasyon iiriinlerinin %3’liik agaroz jel
elektroforezideki gorintdleri

Cizelge 4.3. SCAR markir 67N04_Fla/Rev ve 67N04_F2b/Rev primerleri ile analizinde
kullanilan 32 farkli aygigegi bitki genotipleri

67N04_F1 | 67N04_F | PPR621.5 F | PPR621.5 | HRG02 F/R
a/Rev (170 | 2b/Rev 1/Rev (164 F2/Rev (738 bp (Rf))
bp (Rf)) (155 bp bp (rf)) (164 bp ve atp9 (474
(rf) (RF) bp)

1.A20—- CMS r r

2.A21- M r r

3.AC7- CMS r r

4,ACB— M r r

5. AC16 — CMS r r

6. AC1l7- M r r

7. AC75 - CMS r r

8. AC76 - M r r

9. AC86 — CMS r r

10. AC87 - M r r

11. A431*A430 — r r

M

12. A430 - M r r

13. AC139 - CMS r r

14. AC140 - M r r

15. MA5*MA6 — r r

CMS

16. MA6 - M r r

17.BTU25 - R R r r R R

18.BTU42 - R R r r R R

19. BTU53- R R r r R R

20. BTU117-R R r r R R
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Cizelge 4.3’lin devami

67N0O4_F1 | 67NO04_F | PPR621.5 F | PPR621.5_ | HRG02 F/R
a/Rev (170 | 2b/Rev 1/Rev (164 | F2/Rev (738 bp (Rf))
bp (Rf)) | (155 bp | bp (rf)) (164 bp | ve atp9 (474
(rf) (Rf)) bp)

R R

R R

R R

21.BTU171-R R

22.BTU118-R R
23.BTU164 -R R
24.SU153 - CMS
25. M3 SU154 - M
26. SU157 - CMS
27.SU163 - CMS
28.SU154 M1 -M
29. SU169
C1*SU170 M1-
CMS

30. SU154 M2 - M r r
31.SU172M1-M r r
32.SU171 r r
C1*SUl172 M1 -
CMS

—_—_ === ===~ =
—_— |~~~ ===~ ]| =

Rf1l (Rf/rf) restorer geni igin gelistirilen kodominant 67N0O4_Fla/Rev primer ile
32 tane bitki drneklerinin sonugta 17-23 bitki 6rneklerinde 170 bp uzunlugunda Rf
homozigot restorer band elde edilmistir. 67N04_F2b/Rev primeri ile 17-23 bitki
orneklerinde beklemedigimiz band1 olusturarak hatali sonug¢ gostermistir.

PPR621.5 F1/Rev ve PPR621.5 F2/Rev primerleri ile 32 tane bitki 6rneklerine
primer taramasi yapilmistir (Sekil 4.9).

PPR621.5_F1/Rev rf
1

' -

PPR621.5_F2/Rev. Rf-

Sekil 4.9. 31 farkli aygigegi Orneklerine PPR621.5 F1/Rev (164 bp (rf)) ve
PPR621.5 F2/Rev (164 bp (Rf)) primerleri ile elde edilen PCR amplifikasyon
urunlerinin %1.5’luk agaroz jel elektroforezideki goriintiileri
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PPR621.5 F1/Rev ve PPR621.5 F2/Rev primerleri ile elde edilen analizde
kullanilan 32 farkl aygigegi bitki genotipleri Cizelge 4.3’de gosterilmistir.

PPR621.5_F1/Rev primer kombinasyonu sadece rf alleline 17-23 arasinda bitkiler
zayif band elde edilmemistir. Eger PCR sicakligini arttirdigimiz zaman band elde
edilmeyebilir. PPR621.5 F2/Rev primer kombinasyonu ile 17-23 bitkilerde Rfl
(restorer) alleline 6zgu 164 bp uzunlugunda bekledigimiz band olusturulmustur.

Bant elde edilen HRGO02/atp9 primeri ile 32 genotipin markir taramasina iliskin
goriintiiler Sekil 4.10°daki gibidir.

HRGO02 F/R (Rf) atp9
1 ! 17 23 32

| ..3..----—---~----9--=;M--
wnl =8 »

Sekil 4.10. HRGO02 F/R (738 bp (Rf)) ve atp9 (474 bp) primerleri ile 32 farkli aygicegi
orneginden elde edilen PCR amplifikasyon {riinlerinin %1.5’lik agaroz jel
elektroforezideki goruntuleri

HRGO02 F/R ve atp9 primerleri ile elde edilen analizde kullanilan 32 farkli
aycicegi bitki genotipleri Cizelge 4.3’te gosterilmistir. HRG02 dominant Rf1l restorer
alleline spesifik markir1 ile 17-23 bitki 6rneklerinde band elde edilmistir.

Her popiilasyonda ¢alisabilen PPR621.5 F1/Rev ve PPR621.5 F2/Rev primer ile

SIM1, SIM2, SIM3, SIM4 bitki kodlarinin 52 bitki 6rneklerine ve CMS bitki drnegi ve
kontrol edici bitki 6rneklerine primer taramasi yapilmistir (Sekil 4.11).
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PPR621.5 F1/Rev rf

Sekil 4.11. PPR621.5_F1/Rev (164 bp (rf)) ve PPR621.5_F2/Rev (164 bp (Rf)) primer
ile 61 farkli aygicegi drneginden elde edilen PCR amplifikasyon iirlinlerinin %1.5lik
agaroz jel elektroforezideki géruntaleri

Cizelge 4.4. SCAR markir PPR621.5 F1/Rev (164 bp (rf)) ve PPR621.5 F2/Rev (164 bp
(Rf)) primerleri ile analizinde kullanilan 61 aygicegi bitki genotipleri

PPR621.5_F1/Rev (164 bp | PPR621.5_F2/Rev (164bp
(rf)) (RF))

SIM1- 1. Bt— M r
SIM1- 2. Bt— M
SIM1- 3. Bt— M
SIM1- 4. Bt— M
SIM1-5. Bt— M
SIM1- 6. Bt— M
SIM1- 7. Bt— M
SIM1- 8. Bt — M
. SIM1-9.Bt— M
10. SIM1- 10. Bt— M
11. SIM1- 11. Bt- M
12. SIM1-12.Bt— M
13. SIM1- 13.Bt— M
14. SIM1- 14. Bt- M
15. SIM1- 15. Bt— M
16. SIM1- 16. Bt— M
17. SIM1-17.Bt— M
18. SIM1- 18. Bt— M
19. SIM1- 19. Bt— M
20. SIM1- 20. Bt — M
21. SIM1- 21. Bt— M

(0

Pyl

X N g~ W

©

22. SIM2-1.Bt-M

s|s{s|s|=s|s|s(s|s|s|sss(s|=ss=s=|=)=
A0 0|0 A0|0|0| 00|00 00|00 000 00

23. SIM2-2.Bt-M
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Cizelge 4.4’in devami

24. SIM2-3.Bt—-M

25. SIM2-4.Bt—-M

26. SIM2-5.Bt—M

27. SIM2 - 6. Bt -M

28. SIM2-7.Bt—M

pulplpelipelipel

29. SIM2-8.Bt—M

30. SIM2-9.Bt-M

Py}

31. SIM2-10.Bt—M

Py

32. SIM2 - 11. Bt -M

33. SIM2-12.Bt—-M

Py

34. SIM2-13.Bt—-M

35. SIM2-14.Bt-M

36. SIM2-15.Bt—M

37. SIM2-16.Bt—M

38. SIM2-17.Bt—-M

39. SIM2-18.Bt—M

40. SIM2-19.Bt—-M

41. SIM2-20.Bt—M

42. SIM3-1.Bt—-M

43. SIM3-2.Bt—-M

44. SIM3-3.Bt—-M

45. SIM3-4.Bt—-M

46. SIM4-1.Bt—-M

47. SIM4-2.Bt—-M

| 0V|0|0|0|0|0|0|0|0|0|0|0

48. SIM4-3.Bt-M

49. SIM4-4.Bt—-M

Py

50. SIM4 -5.Bt—M

51. SIM4-6.Bt—M

52. SIM4 -7.Bt-M

53.

CMS

54.

CMS

s|s[=|s|=s|s|=s|=s|=s|s(=s|=s|ss|s(=s|s|ss|=s|=s)1ss(s(=s|=s|=s=s(=s] ==

55.

CMS

56.

CMS

57,

CMS

58.

CMS

59.

CMS

60.

CMS

61.

CMS

Bu bireyler maintainer hatti idi ve ¢ekirdeginde hangi allel Rfrf yada rfrf oldugunu
belirlemek i¢in yapilmigtir. 61 drnekten alinan 6rneklerde 45 tane Rfrf, 10 tane rfrf ve 3
tane RfRf ve kalan 3 tanesinde band elde edilmemistir. Uce bir agilim gdstermistir. Baba
olarak BC1F1, F2 ve F3 bitkileri bulk yapilarak kullanilmistir. F2 ve F3 lerden dolay:
heterozigot orani yiiksek ¢ikmistir. Sadece BC1F1 baba olarak kullanilsayd: yarisi1 Rfrf
yarisi rfrf olmasi beklenir.
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BC1F1-B hattin 76 aygicek 6rneginin niikleusunun heterozigot mu homozigot
mu oldugunu bilmek icin SCAR markr PPR621.5 F1/Rev (164 bp (rf)) ve
PPR621.5_F2/Rev (164 bp (Rf)) primerleri ile analizinde primer taramasi ve ayni anda
serada testcross yapilmisti (Sekil 4.12, 4.13, 4.14).

-

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11121314 151617 18 19 20 21 22 23
Fe: 3 )

rf rf rf rfrf f BERF rf rf Rf rf RF rf #F f REWE rf rf RFRF rf

= v . - -

24 252627 28 2930313233 343536 3738 3940414243 44 45 46

A H. - B e U ————

Rf rf rf Rfrf rf ;3RfrfRfRfR"frf rf rf rf Rf rf Rf Rf rf ¢f

. gms < =
— % i e ey -4_.,.,;-__,,,,,,_

- v el mas = —

47 48 495051 525354 55565758 5960 61 62 63 64 656667 6869

_ _____.____

rFﬁRfrf rf rf rf rf If rf rfrf rf RfrfRfRfRfBRfRfrfrf

CE ma EE SN TR T B ST

70 7172737475 7.6

T — —"—

Rf Rf Rf Rf Rf Rf Rf

Sekil 4.12. PPR621.5 F1/Rev (164 bp (rf)) primer ile BC1F1-B hattin 76 aygigegi
orneginden elde edilen PCR amplifikasyon irlinlerinin %1.5’lik agaroz jel
elektroforezideki goruntuleri

Yaptigimiz analiz sonucunda 42 tane homozigot ntikleus (F1 (rf)) ve 34 tane heterozigot
nikleus (F2 (Rf)) oldugunu bilirlenmistir.
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1234 56 78 910111213314 151617181920212223

" M N
SR R = e

2425262728 2530313233 3435363738 35940414243444546

SHUMN DNRYONNEN . N
R B

-%

4748 495051525354 55565758 5960616263 64656667 6869

70 71727374 7576

Sekil 4.13. PPR621.5 F2/Rev (164 bp (Rf)) primer ile BC1F1-B hattin 76 aygigegi
orneginden elde edilen PCR amplifikasyon friinlerinin %1.5’lik agaroz jel
elektroforezideki goruntuleri

Ayni zamanda markir analizini dogrulamak amagli heterozigot niikleusa sahip B
hattindan yani 31. 6rnekten bitki ¢igek agtigi zamanda testcross i¢in pollen alinmis kisir
(CMYS) bitkiye pollen verilmistir, homozigot niikleusa sahip B hattindan da 65. 6rnekten
bitki ¢igek actiginda testcross i¢in pollen alinmistir ve kisir (CMS) bitkiye pollen
verilmistir. Peredovik (B hattindan)’den de kisir bitkiye polen verilmistir.

Markir Yardimli Seleksion ile niikleustaki homozigot rfrf’ler tespit edilmistir. Rf

allelli tespiti i¢in PPR621,5 F1/Rev markiri, Rf alleli i¢cin de PPR621,5 F2 markir1
kullanilmustir.
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Testcrossing for Maintainers (B Line

The plants that were all
sterile &5 a result of the
testcross were continued
as the Bline,

Sekil 4.14. Heterozigot niikleusa ve homozigot niikleusa sahip B hattmin kisir ile
testcross melezlemesi

Hassat edilen heterozigot niikleusa sahip BC1F1-B tohumlarindan 16 tane
ekilmistir. Sonucta 8 tanesi fertil ve 8 tanesi kisir agilim gostermistir (Sekil 4.15, 4.16).

Sekil 4.15. Heterozigot nikleusa sahip BC1F1-B hattinin testcross sonucu

Maintainer grubu Hassat edilen homozigot rfrf nlkleusa sahip BC1F1-B
tohumlarindan 30 tane ekilmistir. Sonucta 30 taneside kisirlik gostermistir (Sekil 4.16).
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o

‘ l.\lv‘v
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ML
Sekil 4.16. Homozigot niikleusa sahip BC1F1-B hattinin testcross sonucu

Sonuglar test melezlemesinden elde edilen bitkilerin  kisir/fertil/agilim
durumlarina gore 2022 giiz doneminde dogrulanmaistir.

B hatt1 gelistirmek i¢in fertil sitoplazma tasiyan B grubu bitkilere heterozigot Rfrf
niikleusu tasiyan bitkilerle yapilan geriye melezleme ¢aligmalarinda %50 rfrf, %50 Rfrf
geriye melez populasyonlar1 elde edilmistir (Sekil 4.17).

Development of Maintainer (B-lines) Lines

S C

e
F
Line + SU
¥

BC2F1 2100 Fertile
230 F ertile nucleus
230 Sterile nucleus

Herbicide application was made at 46 and 7-8 lealf stage. For testcross,
pollen was taken and given to the sterile plant As a result of testing. the
nucleus homomygous (Srfrf) B line was condinoied.

Sekil 4.17. B hattinin gelisimi
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Horn (2003) tarafindan gelistirilen HRG02 ve HRGO1 markir1 ile ¢alismada 9
idameci ve 11 Restorer hatt1 kullanilmigtir. Restorer hattt RHA325'E ek olarak, Amerikan
hatlar1t RHA 265, RHA348, CM 587, CM 592, CM596, CM610 ve Gia 55 ile birlikte
tirler aras1 melezlerden gelistirilen ti¢ saf hat (Kréuter vd. 1991) arastirmalara dahil
edilmistir. Idameci hatlarimn DNA analizleri igcin HA 342, HA 89, HA 291, HA 323, HA
350, HA 850, CM594, CM603 ve CM611 hatlar1 kullanilmistir. Her iki RAPD markir1
basartyla SCAR markirlarina doniistiiriilmiistiir. Sirastyla 426 bp ve 738 bp uzunlugunda
bant veren HRGO1 ve HRGO02 markirlar1 gelistirilmistir. 20 6rnek test edildigi zaman
HRGO02 markir1 ¢alismistir. Restorer alleline 6zgu band elde edilmistir. Bu, SCAR
markirlart HRGO1 hem de HRGO2'nin, tiirler arasi melezlerden elde edilecek yeni
aycicegi hatlarinin gelistirilmesinde de kullanilabilecegini gostermislerdir.

Ek olarak, hem SCAR markirlari, HRGO1 hem de HRGO2, restorer ve idameci
hatlar1 arasindaki melezlerde neredeyse evrensel olarak kullanilabilir oldugunu
kanitlamistir. iki RAPD markirinin SCAR markirma doniistiiriilmesi, markir destekli
seleksiyonda markirlarin kolayca ele alinmasina neden olmustur. Ozellikle tiirler arasi
melezlerden elde edilen kendilenmis saf hatlardaki genis kullanilabilirlik, onlar1 aygi¢egi
1slah1 programlari i¢in degerli bir ara¢ haline getirir. SCAR markirlari ile aygicegi hibrit
1slahi i¢in yeni restorer ve idameci hatlarin gelistirilmesi artik cok daha verimli bir sekilde
gerceklestirilecektir.

Kusterer vd. (2005) ¢alismasinda iki farkli mitokondriyal gen dizisi test edilmistir,
HRGO1 ve HRGO02, farkli biiyiikliikteki amplifikasyon iirlinlerine yol agmistir. HRGO1
icin dupleks PCR, cox II i¢in ilave primerler kullanilarak yapilmistir (Horn 2002).
HRGO02 durumunda, atp9 icin primerler PCR reaksiyonuna dahil edilmistir.

Bu calismada en yakin baglant1 markirlar1 — Rfl geni etrafinda yaklasik 2.5 cM -
PET1 sitoplazmasina dayanan bir dizi 20 idameci ve restorer hattinda test edilmisti (Sekil
4.18). Kullanilan idameci hatlart HA342, HA 89, HA 291, HA 323, HA 350, HA 850,
CM 594, CM603 ve CM611 idi. Restorer hatlarmin DNA analizleri RHA325, diger yedi
Amerikan hattt (RHA265, RHA348, CM587, CM 592, CM 596, CM 610, Gio 55) ve
tirler aras1 melezlerden elde edilen saf hat ile yapilmistir.

2 2 2 R R B F B |

colis =RER TN —ERE =y =iy By iy
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Sekil 4.18. HRGO02 F/R (738 bp (Rf)) ve atp9 (474 bp) markeri ile dupleks PCR gorintis
(Horn 2003).
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Restorer hatlar1 calismistir yani Rf alleline 6zgl band elde edilmistir. HRG02 ve
atp9 markir1 ile dupleks PCR reaksiyonuda ¢ok iyi ¢alistigini ve bu nedenle giivenilir
internal kontrolleri temsil ettigini gostermektedir.

Markin vd. (2017) arastirmasinda N.I.Vavilov Bitki Genetik Kaynaklar1
Enstitiisii'nden elde edilen 5 yillik ve 26 ¢ok yillik aygigegi 6rneklerine test yapilmistir.
Yillik aygigegi tiirlerinin HRGO1 ve HRGO02 markirlari ile incelenmesi belirsiz sonuglar
ortaya koymustur. HRGO02 amplikasyon Urinleri (yaklasik 740 bp) sadece H. annuus ve
H. petiolaris'te gozlenmistir. HRG02 markirt H. annuus (441236, 441245) 6rneklerinin
%50'sinde, H. annuus (441183) ve H. petiolaris (440560) 6rneklerinin %25'inde tespit
edilmistir. Cok yillik tiir aragtirmalariin sonuglarindan farkl olarak, ¢aligilan tim ¢ok
yulik orneklerde HRGO2 (yaklasitk 740 bp) markir1 tanmimlanirken, HRGO1'in
amplifikasyonu sadece 26 tiirlin 12'sinde gézlenmistir.

Bu nedenle ¢ok yillik tiirlerde tespit edilen HRG02 markiri, Rf1 geninin oldukca
bilgilendirici bir tanimlayicisi olarak distiniilebilir. Bu yiizden SCAR markirlart HRG01
ve HRGO2 ve gelistirilen RT-PCR test sistemi, ay¢i¢eginin markir destekli seleksiyonu
i¢in kullanilabilir. HRGO02 markir1 yabani tip tiirler arasinda fertilite restorer genini (Rf1)
taramak igin de faydalidur.

Karbitsina vd. (2016) arastirmasinda N.I.Vavilov Bitki Genetik Kaynaklar1
Enstitiisii'nden elde edilen aygigegi genetik koleksiyonunun 95 hatmna test yapilmistir.
Materyal, 92 verimli hat ve 3 CMS hatt1 igeriyordu. Molekiiler analiz, niikleer Rfl genine
baglh 7 primer ¢ifti (SCAR, STS, SSR) fragmanlar1 ve PETI1 tipi CMS ile iliskili
mitokondriyal orfH522 lokusu kullanilarak yapilmistir. Hatlar SCAR markirlar1 - HRGO1
ve HRGO02; STS markirlar: - STS115 ve orfH522; SSR markirlar:1 - ORS224, ORS511 ve
ORS799 kullanilarak karakterize edilmistir. STS markir1 orfH522 kullanilarak 79 aycicek
hatinda steril (PET1) sitoplazma genotiplerinde fertilite restorasyon genlerinin varligmi
tanimlanmistir. STS markir1 orfH522 verimli sitoplazmaya sahip oldugu 9 aygicek
hatinda tespit edilememistir. Onun 3 ay¢igek hatinda geriye melezlemede fertiliteyi geri
getirmemistir. 7 aycicek hatinda Rfl genine bagli HRGO1, HRG02 ve STS115 markirlari
yoktu. Bununla birlikte, bu hatlarin steril tip sitoplazmasi ve hibridolojik analiz sonuglari,
polen verimligini geri kazandiran bir gene sahip olduklarini gostermistir. HRGOI,
HRGO2 ve STS115 markirlari, gelisirken ayrilan hibrit popiilasyonlarin taranmasi i¢in
yeniden tasarlanmistir. HRGO1, HRGO2 ve STS115 markirlari, VIR koleksiyonunun
materyalini kullanarak baba hibrit hatlar1 gelistirirken ayrilan hibrit popiilasyonlarin
taranmasi i¢in onerilir.

Anisimova vd. (2009) arastrmasinda yillik ekili aygicegi H. annuus hatlari, ¢ok
yillik tiirlerin temsilcileri, VIR ortaklar1 tarafindan elde edilen tiirler aras1 melezler (ekilen
ayciceginin ¢ok yillik yabani tiirlerle CMS hatlariin ¢aprazlarindan) dahil olmak iizere
VIR koleksiyonundan 61 aygigeginde HRGO1 ve HRGO2 markirlart dizilerinin
amplifikasyonu igin K13 ve Y10 primerleri kullanilmistir. Markir HRGO1 (454 bp) 23
ayciceginde, markir HRGO2 (740 bp) 42'de ve her iki markir 23 aycicek hattinda ortaya
cikmistir. Cok yillik tiirlerin tiim hatlarinin PCR {iriinlerinde bir HRG02 markir band1
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goriilmiistiir, HRGO1 markir1 ise yalnizca bir tanesinde (H. angustifolius) tlrlinde
goriilmiistiir. Tim yillik tiirlerde (H. argophyllus, H. debilis ve H. petiolaris) HRGO02
markir bandi gozlenmistir.

45 otofertil hat dahil olmak tizere CMS PET 1'e gore steril olan altisi; CMS RIG0'a
gore steril olan iicii; ve onlarin verimli analoglar ile VIR'de iiretilen ve uzun yillar bakimi
yapilan 60 hat aygicegi koleksiyonu ile yapilan ¢alismada SCAR markirlart HRGO1ve
HRGO02’nin calisip ¢alismadigmni bilirlemistir. SCAR markirlart HRGO1ve HRGO?2 ile
yapilan sonucta 24 aycicek hatinda RfIRfl genotipine 6zgli band olustururken, 2
tanesinde genotip belirlenmemis, ve 6 tane hatinda band olusturmamisti. 6 aygicek
hatinda rflrfl genotipine 6zgli bir band olustururken, 12 aycicek hatinda band
olugturmamisti. (Anisimova vd. 2014).

Kodominant SCAR markir1 Rf1/rfl restorer geni igin gelistirilen 67NO4 primeri
cok faydalidir, ¢iinkii heterozigot bireylerin tanimlanmasina da imkan vermektedir. Horn
(2019) caligmasinda oOlusturulan kodominant markiri, Rf/rf uzunlugundaki 15 bp
farkindan dolay1 restorer hatti RHA325 ile idameci hatti1 HA342 arasinda ayrim
yapilmasini saglamistir. Restorer hattinda 170 bp'lik bir bant gii¢lendirilirken, idameci
hattinda sadece 155 bp'lik bir bant goriilmiistiir.

Horn (2019) ¢alismasinda primer kombinasyonu PPR621.5 F1ve PPR621.5 Rev
(PPR621.5M) kullanilarak HA 342 idameci hattinda yaklasik 164 bp'lik bir bant
guclendirilirken, restorer hattt RHA 325'te bant goriilmemistir. PCR reaksiyonlarinda
restorer ve idameci hatlarinin tanimlanmasina izin veren iki SCAR markir1 (PPR621.5R
ve PPR621.5M) gelistirmek i¢in basariyla kullanilmistir.

67N04 ve HRGO2 primerlerile 6nceki ¢alismalarda iyi sonuglar vermis olsa da
ancak bizim yapmis oldugumuz ¢alismalarda sonuglarin her populasyonda tamamiyla
tutarli olmadig1 bulunmustur, yani bu markir her popiilasyonda ¢aligmayabilmektedir.

Radanovi'c vd. (2022) c¢alismasinda Rfl tarafindan CMS PET!'in fertil
restorasyonu ile 6nemli 6lgtide iliskili dort SNP'lerin tespiti i¢in dort KASP (Kompetitive
allele spesifik PCR) markir1 gelistirilmistir. Ug SNP bazli markir, bir kodominant
PAMSA (birden fazla spesifik alelin polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) amplifikasyonu)
ve restorer hatti idame edici hatlardan agikca ayirt eden iki dominant markir
gelistirilmistir. KASP markirlari, yaklasik 3 Mb'lik bir alana yayilan fertilite restorer
lokusu Rf1'i kapsar, ve restorer ve idameci hatlarini agikga ayirt eder.

Bu KASP markirlari, restorer ve idameci hatlardan ve hibritlerden olusan bir
aygicegi genotipleri panelinde test edildi. KASP markir1 621.5, restorer hatlar, idameci
hatlar ve F1 hibritleri arasinda en iyi ayrimi verdiler ve en verimli ayrimi sagladi ve bu
nedenle hibrit iiretim i¢in genetik saflik testinde daha fazla dogrulama i¢in segildi. KASP
621.5, idame edici hatlar, restorer hatlar ve melezler arasinda en iyi ayrim ile en giivenilir
markir oldugunu kanitlamistir. Dort KASP markirlar: (621.5, 621.11, 841.38 and 861.19),
Rf1'in restorer gen haplotipini tanimlar ve bu restorer lokusunu segmek i¢in kullanilabilir.
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Bizim yaptigimiz ¢caligmada PPR621.5 primeri givenli sonuglar vermistir. Bu
markirlar tutarli sonuglar vermis olup gelecek caligmalarda bu primeri markir yardimli
seleksiyon amaciyla CMS, idameci ve restorer hat gelistirilmesinde kullanabiliriz.
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5. SONUC

Aygicegi (Helianthus annuus L.) ekonomik ag¢idan 6nemli bir yagl tohum
bitkisidir. Yiiksek tohum ve yag verimi, aygicegi yetistiriciliginin temel amaglaridir ve
heterosis veya hibrit canliligin kullanilmasi, yiiksek verim 1slahi i¢in en 6nemli araglardan
biri olmustur. Aygiceginde, sitoplazmik erkek kisirhigi sistemi (CMS) kullanilarak hibrit
tohum elde edilir. CMS sistemlerinin kullanilmasi, elle emaskulasyon yapma ihtiyacini
ortadan kaldirir ve biiytik 6lgekli hibrit tohum Uretimini saglar. CMS, tiir igi ve tiirler arasi
melezleme veya mutagenez ile kendiliginden ortaya ¢ikabilir. Genel olarak CMS'nin
niikleer sitoplazmik uyumsuzluktan kaynaklandig1 varsayilmaktadir.

Aygiceginde, ticari hibrit 1slahi, Helianthus petiolaris Nutt ve Helianthus annuus
L. arasindaki tiirler aras1 bir melezlerden kaynaklanan tek bir erkek kisirlik kaynagi olan
PET1'e dayanir. Polen fertilitesi, baskin niikleer restore edici genlerin (Rf)
tanimlanmasiyla kullanilabilir.

Bu calismada, aygicegi 1slahinda molekiiler markir yardimli seleksiyon ile
kisir/idameci (maintainer) (rf) ve restorer (Rf) niikleusu tasiyan bitkilerin tespiti i¢in
belirtilen kodominant SCAR ve dominant markirlarim1i  (67N04_Fla/Rev,
67N04_F2b/Rev, PPR621.5 F1/Rev, PPR621.5 F2/Rev, HRG02_F/Rev, atp9_for/rev)
kullanarak farkli donemlerde yetistirilen aygicek bitki materyallerini kullanarak test
yapilmistir. Ve restorer, idameci ve CMS farkli aygicek bitki materyalleri kullanilmistir.
PCR sonuslarmma bakarak hangi markirlarin ¢alisip ¢alismadig: belirlenmistir.

67NO4 primeri onceki ¢alismalarda iyi sonuglar vermis olsa da bizim yapmis
oldugumuz ¢alismalarda sonuglarin her populasyonda tutarli olmadigi bulunmustur, yani
bu markir her popiilasyonda ¢aligmayabilmektedir. HRG02 markir1 ¢alismanin ¢ogunda
guvenli sonu¢ vermistir.

Bu tez calismasinda PPR621.5 primeri giivenli sonuglar vermistir. Bu markirlar
tutarli sonuglar vermis olup gelecek calismalarda bu primeri markir yardimli seleksiyon
amaciyla CMS, idameci ve restorer hat gelistirilmesinde kullanabiliriz.

Bu ayg¢igegi 6rneklerinden molekiiler markir sonuglarina gére CMS, maintainer
ve restorer olarak belirlenen bitkilerden bir kismi testcross amacli melezlemelere
almmistir. Sonuglar test melezlemesinden elde edilen bitkilerin kisir/fertil/agilim
durumlarna gore 2022 giiz doneminde dogrulanamastir.

SCAR markirlar ile aygi¢egi hibrit 1slah1 i¢in yeni restorer ve idameci hatlarin
gelistirilmesi artik ¢ok daha verimli bir sekilde gergeklestirilebicektir ve idameci hatlarin
niikleuslarinda Rf/rf allelerinin durumunu anlamak i¢in test melezlemesi yapmaya gerek
kalmayacaktir.

Aycicegindeki molekiiler genetik c¢aligmalari, son yillarda genetik baglanti
haritalarmm olusturulup 6nemli 6zellikleri kontrol eden genlerin haritalanmasi ve linkaj
durumu dogrulanmig giivenilir molekiiler markilar gelistirilmesine hizmet etmistir.
Aycicegi konusunda hala ¢ok sayida yenilik¢i arastrmalar yiiriitiilmektedir ve aygicegi
1slahgilarinin kullanimina sunulmaktadir.
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