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OZET: Pamuk diinyada ve iilkemizde 6nemli bir tekstil hammaddesi olmakla birlikte ayn1 zamanda lifi alindiktan
sonra yag ve yem sanayisi ile birlikte bir¢ok endiistri koluna hammadde saglamaktadir. Pamuk tohumunun yem ve
yag kaynagi olarak insan ve hayvan beslenmesinde kullanimi tohumun igerdigi gossypol maddesinden dolay1 sinirli
kalmaktadir. Pamuk 1slah hedeflerinden biri de tohumunda gossypol igermeyen cesitlerin gelistirilmesidir. Boylece
pamuktan elde edilen yagin kalitesi ve insan beslenmesinde kullanim yayginligi artabilecektir. Bu ¢aligma ile
markor destekli seleksiyonu (MAS: Marker Asisted Selection) miimkiin kilabilecek olan gossypol ile iliskili markér
gelistirilmesi amaglanmigtir. Calisma pamuk genetik stokumuzda bulunan ve yapilacak islah programlarinda
ebeveyn olarak kullanilabilecek 48 adet pamuk genotipi ile yiiriitiilmiistiir. iliskilendirme haritalamas
calismalarinda fenotipik veri olarak gévde (adet/cm2), yaprak (adet/cm2), koza (adet/cm2) ve tohumdaki
(adet/mmz2) gossypol beze sayilar1 ve tohum HPLC analizi verileri kullanilmistir. Genotipik veri olarak genotipler
arasinda 37 adet SSR markériiniin taranmasi sonucu elde edilen, 83 adet polimorfik bant kullanilmistir. Genel
Linear Modelde (GLM); govdedeki gossypol ile iligkili 1 adet, kozadaki gossypol ile iliski 4 adet, yapraktaki
gossypol ile iligkili 3 adet, tohumdaki gossypol ile iliskili 8 adet, tohum HPLC sonuglar ile iliskili 4 adet markor
belirlenmistir. Karisik linear modelde (MLM) ise gdvdedeki gossypol ile iliskili 1 adet, kozadaki gossypol ile iligki
12 adet, yapraktaki gossypol ile iligkili 3 adet, tohumdaki gossypol ile iligkili 3 adet markoér belirlenmistir. Her iki
yontemde de belirlenen 5 adet (BNL3130, BNL3627, JESPR7, BNL3449, BNL387, JESPER178) markdr gossypol
yoniinden olusturulmus F2 popiilasyonlar1 gibi 6zel popiilasyonlarda dogrulamasi yapilarak, markor destekli
seleksiyonda kullanimlart miimkiin olacaktr.

Anahtar Sézciikler: Pamuk, Gossypol, {liskilendirme haritalamas1, Genetik stok, SSR

Association Mapping for Gossypol Contents in Cotton

ABSTRACT: Cotton is an important raw material for textile all over the globe and in our country; after fiber it also
supplies raw materials to oil and feed industry. Cottonseed used as a fat in humans and as feed in animals is limited
due to gossypol. The goal of cotton breeders is to develope cultivars without gossypol. Therefore, cottonseed oil
quality matters a lot for increasing use in human diet. In this study it was aimed at to develope markers related to
gossypol which will be useful for marker assisted selection (MAS). The study was carried out with 48 cotton
genotypes that can be used as a resource in the breeding programs. Phenotypic data were used for association
mapping studies. Gossypol number was counted in stem, leaf and boll at cm2 while gossypol contents in seeds were
measured by using HPLC. 37 SSRs were screened among the genotypes for getting of genotypic data and found 83
polymorphic allels. Marker trait associations were observed using General Linear Model; 1, 4, 3, 8, 4 gossypol
associations with stem, boll, leaf, seed and HPLC seed were determined. While Mixed Linear Model (MLM)
resulted 1, 12, 3, 3 associations with stem, boll, leaf and seed respectively. As a whole five common SSR markers
BNL3130, BNL3627, JESPR7, BNL3449, BNL387, JESPER178 were associated with gossypol, these will be
verified in F2 population and ultimately used for marker assisted selection.

Keywords: Cotton, Gossypol, Association mapping, Germplasm, SSR

GIRIiS

Pamuk lifinin yaninda tohumundan elde edilen yagi
insan beslenmesinde kullanilirken, yag1 alindiktan sonra
geriye kalan kiispesi hayvan beslenmesinde 6nemli bir
protein kaynagidir (Cherry ve ark 1978; Cherry 1983;
Cherry ve Leffler 1984). Bir yag bitkisi olarak pamuk
diinyada soya, kolza ve aygigeginden sonra dordiincii
sirada yer alirken (Anonim 2017) bitki protein kaynagi
olarak soyadan sonra ikinci sirada yer almaktadir

(Benbouza ve ark., 2010). Yag orami tiir, g¢esit ve
lokasyonlara gore (kabuklu olarak) havli tohumlarda
%17-24, havsiz tohumlarda %20-30; i¢ olarak ise %23-
42 arasinda degismektedir (Sezer, 1981; Bolek ve ark.,
2016). Tohum protein igerigi ise kabuklu olarak tiir,
cesit ve cevre kosullarina gore %20-40 (Buser ve
Abbas, 2001), i¢ olarak %34-46 (Bolek ve ark., 2016)
arasinda degistigi bildirilmektedir. Ayrica doymamus
yag asitleri ve “E” vitamini yoniinden de olduk¢a zengin
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olup bu vitamin anti-kanserojen 6zelligi yaninda damar
hastaliklari,  katarakt, parkinson ve alzheimer
hastaliklarin1 onleyici olarak kullanilmaktadir (Vroh Bi
ve ark., 1998; Bolek ve ark., 2016).

Pamuk tohumunun tiim bu 6zelliklerine karsin insan
ve hayvan beslenmesi yoniinden bazi dezavantajlari
bulunmaktadir. Ozellikle, gossypol igerigi yiiksek
tohumlarin gida hammaddesi olarak kullanimi sinirli
olmaktadir (Emiroglu, 1974). Pamuk tohumunda
bulunan gossypol, temelde terponeid aldehit olup tek
mideli hayvanlar ve insanlar i¢in zararli ve toksiktir
(Lusas ve Jividin 1987). Buna kargin gossypol ve ilgili
terponeid aldehitler ¢esitli zararlilar ile fungal ve
bakteriyal hastaliklara karsi dogal toleranlik/dayaniklilik
kazandirir (Stipanovic ve ark., 1994; Altman ve ark.,
1987; Percy, 1996). Gossypol bezeleri icermeyen
mutant pamuk genotipi Mc Michael (1954) tarafindan
kesfedilerek gossypolsiiz tohuma sahip ticari cesit
gelistirmek icin ebeveyn olarak kullanilmistir. Bu
calismalar neticesinde gossypolsiiz gesitlerin boceklere
hassas hale gelmesinden dolay1 c¢abalar ticari
basarisizlik olarak sonuglanmisgtir (Altman ve ark.,
1987). ideal bir pamuk ¢esidi insan ve hayvan beslemesi
acisindan  tohumunda  gossypol  bulundurmamali,
hastalik ve zararlilara kars1 dayaniklilik igin ise vejatatif
aksaminda gossypol bulundurmalidir (Benbouza ve ark.,
2010).

Bitkinin degisik parcalarinda ya da organlarinda
beze olusumunun gl1, gl2, gl3, gl4, gI5 ve gl6 genleri
tarafindan yonlendirildigi (Pauly, 1979), ticari pamuk
cesitlerinde gossypol igeren bezelerin olusumunun
birbirlerinin homologu olan GI2 ve GI3 dominant genler
tarafindan kontrol edildigi bildirilmektedir (Vroh Bi ve
ark., 1999). Resesif gl1 ve gl6 allellerinin gossypolsiiz
koza olusumunda; gl2, gl3, gl4 ve glI5 allelerinin ise,
gossypolsiiz  bitki  olusumunda  etkili  oldugu
bildirilmektedir (Kohel, 1973). GI2 allelinin A
genomunun 12. kromozomunda ve GI3 allelinin ise, D
genomunun 26. kromozomda yer aldig: belirtilmektedir
Cizelge 1. Calismada kullanilan genotipler
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(Endrizzi, 1962; Samora ve ark., 1994). Gossypium
cinsi igerisinde tohumu gosSypolsiiz ancak bitki yapisi
gossypollii genotiplere sadece Avustralya kokenli yabani
tirlerden G. sturtia ile G. hibiscoidea (C ve G
genomlar1) tiirlerinde rastlanmaktadir (Altman ve ark.,
1987; Rooney ve ark., 1991).

Pamuk tekstil endiistrisine oldugu kadar yag ve yem
sanayisine ~de  Onemli  derecede = hammadde
saglamaktadir. Verim ve lif kalitesinin arttirilmasinin
yaninda yag ve yem Kkalitesinin de arttirilmasi
gerekmektedir. Yag ve yem kalitesinin arttirilmasinin
yolu tohumunda gossypol bulundurmayan, bitki aksami
gossypollii ¢esitlerin  gelistirilmesinden gegmektedir.
Boyle bir c¢esidin 1slah1 geleneksel bitki 1slahi ile
oldukca zor olup molekiiler yontemlerle desteklenmesi
gerekmektedir.

Molekiiler yontemlerle istenilen 6zelliklere baglh
markorler tespit edilerek, erken agilim gosteren 1slah
generasyonlarinda markorlere dayali  seleksiyon
(marker asisted selection) (MAS) miimkiin
olabilmektedir. Markérlere dayali seleksiyon (MAS)
yapabilmek i¢in ilgilenilen 6zelliklerle iliskili QTL’lerin
(kantitatif 6zellik lokusu) gelistirilmesi gerekmektedir.
QTL belirlemede yaygin olarak linkage haritalama
(Linkage Mapping) ve iliskilendirme haritalamasi
(Association Mapping) yontemleri kullanilmaktadir
(Bardak, 2016). Linkage haritalamada ayni ana ve
babadan gelen spesifik popiilasyonlara (F;, BC1, BCo,
RIL) ihtiyag duyulurken, iliskilendirme haritalamasi
direkt genetik stok materyallerinde uygulanabilmektedir
(Zhu ve ark., 2008).

Bu calisma ile markor destekli seleksiyonu (MAS:
Marker Asisted Selection) miimkiin kilabilecek olan
gossypol ile iliskili markdr gelistirilmesi amaglanmistir.

MATERYAL ve METOT

Calismada 10 adet G. barbadense L. tiiriine ait, 38
adet G. hirsutum L. tiiriine ait, toplam 48 adet pamuk
genotipi kullanilmistir (Cizelge 1).

KOD |Cesit Tiir KOD|Cesit Tiir KOD|Cesit Tiir

1 2421-A G.hirsutum L. 17 |DPL-20 G.hirsutumL. |33 |[TAMCOT CABCS G.hirsutum L.

2 308 (CAMPO) G.hirsutum L. 18 |ERSAN-92 G.hirsutum L. |34 [LIFSIZ G.hirsutum L.

3 8106-2 G.barbadense L. |19 |FIBERMAX 832 G.hirsutumL. [35 |ASKABAT 100 G.barbadense L.
4 919 (LIDER) G.hirsutum L. 20 |FIBERMAX 958 G.hirsutumL. [36 |EGE 69 G.hirsutum L.

5 ACALA MAXA G.hirsutum L. 21 |G.B.58 G.barbadense L.[37 |GOSSIPOLSUZ 86 G.hirsutum L.

6 ACALA-552 G.hirsutum L. 22 |GARANT G.hirsutumL. [38 |KURAK-1 G.hirsutum L.

7 ALEPPO 40 G.hirsutum L. 23 [GIZA 70 G.barbadense L.[39  |YESIL LIF G.hirsutum L.

8 ASKABAT-91 G.barbadense L. |24 |GiZA-45 G.barbadense L.[40 |ACALAROYALE G.hirsutum L.

9 AYDIN-110 G.hirsutum L. 25 |GIZA-75 G.barbadense L.[{41 |ACALA PREMA G.hirsutum L.
10 AZERBAYCAN 3038 |G.hirsutum L. 26 |KASHINAT G.hirsutum L. [42 |SPNXHQBPIS-1-94 |G.hirsutum L.
11 BAHAR 82 G.barbadense L. |27 |LACHATA G.hirsutumL. [43 |YB162 G.hirsutum L.

MARCEL LEAF

12 BAHAR-14 G.barbadense L. {28 |(BROWN) G.hirsutumL. (44 |YB193 G.hirsutum L.
13 BELI iZVOR-432 G.hirsutum L. 29 |PAYMASTER 2379 |G.hirsutumL. (45 |[YB194 G.hirsutum L.
14 CARMEN G.hirsutum L. 30 |[STNB8A G.hirsutumL. [46 |YB195 G.hirsutum L.
15 DELTAOPAL G.hirsutum L. 31 [SUREGROW 125 G.hirsutumL. (47 |YB196 G.hirsutum L.
16 DP-388 G.hirsutum L. 32 [SAHIN 2000 G.hirsutumL. (48 |W35 G.barbadense L.

Araziden toplanan bitki 6rneklerinde; Govde, koza,
yaprak gosypol sayilar1 (adet cm?) ve tohumdaki
gosypol sayis1 (adet mm™) mikroskop altnda 2 yil
stireyle sayillmigtir. HPLC analizleri yontemine gore tek

yil analiz edilmistir.

Her bir genotipi temsil eden yaprak ornekleri kuru
buz igerisinde laboratuara getirilmis ve Zhang ve Stewart
(2000)’e gore DNA izolasyonu yapilmistir. Calismada
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genotipleme 37 SSR DNA markorii kullanilarak Bardak
ve Bolek (2012) tarafindan belirtilen yonteme gore
yapilmuistir.

Kiimeleme analizi Q-matriks verileri STRUCTURE
paket programinda analiz edilmistir. Genotipik ve fenotipik
veriler kullanilarak TASSEL 5.0 (Pritchard ve ark., 2000)
paket programinda iliskilendirme haritalamas1 (association
mapping) analizleri yapilmustir.

BULGULAR ve TARTISMA
Genotiplerin genetik yapt analizi
Bayesian yontemini model alan STRUCTURE 2.3.4
yazilimi kullanilarak, dominant genotipik verilerle
kiimeleme analizi yapilmistir (Pritchard ve ark. 2000).
Kiimeleme sayisin1 belirlemek amaciyla K degeri
hesaplanmistir. Program ayarlart K degeri 2 ile 10
arasinda calistirilmis ve permiitasyon modiiliinde 1000-
10.000 segilip her bir K degeri icin 5 tekrar yapilarak
ideal K degeri hesaplanmig ve 3 olarak bulunmustur

Sekil 2’ye bakildiginda genotiplerin genetik olarak 3
gruba ayrigtigi goriilmektedir. Her bir rengin farkli bir
genetik yapryr temsil ettigi sOylenebilir. Sekil 2
incelendiginde genetik koken olarak birbirine yakin
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Sekil 2. Genotiplerin genetik yap1 analizi gruplandirma analizi

Baglanti denksizliginin (LD: Linkage

Disequilibrium) belirlenmesi

37 adet SSR markor ciftinin olusturdugu polimorfik
lokuslar arasindaki iligkilerin belirlenmesi baglanti
deksizligi (LD) yontemine gore yapilmistir (Sekil 3).
Baglanti denksizligi analizinde 4560 karsilastirma
sonucunda, analiz edilen SSR’larm % 11°i 2> 0.1
bulunurken, r2> 0.1 ve p <0.005 énemlilik diizeyinde
SSR markér giftlerinin % 6’ s1 6nemli bulunmustur.
Eger r>> 0.1 olursa, genomda marker uzakligi < 10 cM
oldugu, r>> 0.2 oldugunda ise marker uzakligmm
yaklasik 1-2 ¢cM daha azaldigi ve 6-8 cM’a diistiigii
bildirilmektedir (Abdurakhmonov ve ark., 2008).

Gossypol ile iliskili markorlerin belirlenmesi

iliskilendirme analizleri genotipik, fenotipik ve
Qmatriks  verileri  kullanilarak TASSEL  paket
programinda genel linear model (GLM) ve 10000
permutasyon modilii segilerek yapilmistir (Cizelge 2).
Yapilan iligkilendirmede, P< 0.05’e gore 17 adet markor

belirlenirken, P< 0.01°¢ gore iki adet markor
belirlenmistir. Goévdedeki gossypol sayist ile bir
(BNAL3103), kozadaki gossypol sayist ile dort

(BNL3103, BNL3871, BNL3627, JESPRY), yapraktaki
gossypol saysi ile ti¢ (BNL3449, BNL3545, JESPR70),
tohumdaki gossypol sayist ile yedi (BNL2921,
BNL3103, BNL3449, BNL387, NAU1162, NAU2173,
MGHES24), tohumdaki HPLC orani ile dort (BNL3860,

BNL3627, JESPR70, JESPR178) adet iliskili markor
belirlenmistir.

R squared

P value

>0.01

. 1 )

Sekil 3. Baglant1 denksizligi (LD) grafigi

<0.0001

[T
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Cizelge 2. Genel linear model (GLM) de gossypol
ile iliskili markdrler

Ozellik Markor Kromozom F p

Govde BNL3103 10 5.807 0.020
Koza  BNL3103 10 4807 0.034
Koza  BNL3871 7 5.443  0.025
Koza  BNL3627 8,24 11.023 0.002
Koza  JESPR7 16, 20 5213 0.028
Yaprak BNL3449 7 5.166 0.028
Yaprak BNL3545 2,14 5.669 0.022
Yaprak JESPR70 24 5.669 0.022
Tohum BNL2921 1 4508 0.040
Tohum BNL3103 10 6.428  0.015
Tohum BNL3449 7 4.106 0.049
Tohum BNL387 4,9 5.223 0.028
Tohum NAU1162 - 4.888 0.033
Tohum NAU2173 14 4508 0.040
Tohum MGHES24 2 4508 0.040
HPLC BNL3860 2,4 5523 0.026
HPLC BNL3627 8,24 12.402 0.001
HPLC JESPR70 24 4.355 0.046
HPLC JESPR178 18 5523 0.026

Karigik linear model (MLM: mixed linear model)

iliskilendirme analizinde genotip, fenotip, Qmatriks ve
kinship verileri kullanilarak TASSEL 5 programinda
yapilmistir (Cizelge 3). Yapilan analiz sonucunda gévde
ile bir (BNL3103), koza ile oniki (BNL2646, BNL3449,
BNL387, BNL3492, BNL3535, BNL3627, BNL3895,
NAU2714, NAU2761, NAU1302, JESPR178,
JESPR230), yaprak ile ii¢ (BNL3103, JESPR7,
MUCS404) ve tohum ile ii¢ (BNL3535, JESPR17S,

JESPR230) iligkili markér belirlenmistir.

Cizelge 3. Karigik linear model (MLM) de gossypol
ile iligkili markdrler
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markorleri belirlenmistir. Pamukta gossypol
olusumunun gl1, gl2, gI3, gl4, gl5 ve gl6 genleri
tarafindan kontrol edildigi (Pauly, 1979), birbirlerinin
homologu olan GI2 ve GI3 dominant genleri tarafindan
kontrol edildigi bildirilmektedir (Vroh Bi ve ark., 1999).
Liu ve ark (2012) tarafindan yapilan ¢alismada pamuk
2, 3,5, 10, 18 ve 22. Kromozomlarinda gossypol ile
iligkili markdrler belirlenmistir. Yu ve ark. (2012)
tarafindan yapilan ¢alismada 13. ve 19. kromozomlarda
gossypolle iliskili markoér belirlenmistir. Bu ¢alismada
da benzer kromozomlarda markdr belirlendigi
goriilmektedir.

SONUC

Genel linear modelde (GLM); gdovdedeki gossypol
ile iligkili 1 adet, kozadaki gossypol ile iliski 4 adet,
yapraktaki gossypol ile iligkili 3 adet, tohumdaki
gossypol ile iliskili 8 adet, tohum HPLC sonuglar1 ile
iligkili 4 adet markdr belirlenmistir. Karigik linear
modelde (MLM) ise govdedeki gossypol ile iliskili 1
adet, kozadaki gossypol ile iligki 12 adet, yapraktaki
gossypol ile iliskili 3 adet, tohumdaki gossypol ile
iligkili 3 adet markdr belirlenmistir. Her iki yontemde
de BNL3130, BNL3627, JESPR7, BNL3449, BNL387
ve JESPER178 markdrleri belirlenmistir.

Bu ¢alismanin sonucunda iliskilendirme haritalamasi
calismalarinin daha genis popiilasyonlar kullanilarak
yapilmasi gerektigi, markér sayisinin ve cesitliliginin
arttirllarak genomu daha fazla temsil edecek sekilde
yapilmas1  gerektigi diisiiniilmektedir. Ote yandan
kullanilan markdr ve genotip sayisinin az olmasina
karsm kullanilabilecek markérlerin belirlendiginin gz
ardi edilmemesi gerektigi ve belirlenen markorlerin ayni
ana ve babadan gelen &zel popiilasyonlarda (F2, BCy,
BC, RIL) dogrulamasinin yapilarak, uyumlu sonug
veren markorlerin - markdér destekli  seleksiyonda

ullanilabilecegi sonucuna vartlmustir.
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