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Ozet

Bu calismada molekiiler genetik arastirmalarda kullamilan cesitli populasyon tipleri tanitilarak
degerlendirilmistir. Bu amagla kullanilan dort farkl populasyondan sz edilebilir. Bunlar; yakin izogenik hatlar, F2
populasyonu, double-haploidler ve rekombinant inbred populasyonlardir. Molekiiler genetik aragtirmalarda kullamilan
yakm izogenik hatlar, rekombinant inbredler ve F2 populasyonlar homozigot ebeveynlerin melezlenmesiyle elde
edilmektedir. Ancak kendilemenin mimkin olmadigi bazi bitki tirlerinde ¢ok nadir olmakla birlikte bu
populasyonlar heterozigot bireylerin melezlenmesiyle de elde edilebilir. Double-haploid populasyonlar ise,
¢ogunlukla anter kultiira kullamlarak tek bir polen tanesinden genomun ikiye katlanmas: sonucunda elde
edilmektedir. Her bir populasyon tipinin zayif veya giiglii taraflar;, bunlarin molekiiler genetik ¢alismalarda
segilmelerinde 6nemli rol oynamaktadir. Bu nedenle, aragtinc bitki cinsine ve arastirdif1 6zellige ve hatta elindeki
mevcut sartlara baglh olarak uygun bir populasyon belirlemeli, gerekirse birden fazla populasyon kullanarak sonuca
gitmelidir.

Anahtar Kelimeler: Yakin Izogenik Hat, F2 Populasyonu, Rekombinant Inbred Hat, Double-Haploid Populasyonlar,
Molekiiler Marker

Population Development for Molecular Studies

Abstract ‘
In this study, several types of plant populations used in molecular genetic research were described and
evaluated. There are four different types of populations suited for this objective i.e., near isogenic lines, F2
populations, double-haploid populations and recombinant inbred lines. Near 1sogenic lines, F2 populations and
recombinant inbreds have been derived from crosses between homozygous parents. However, several plant species
which are intolerant to inbreeding must rely on crosses between heterozygous individuals. Double-haploids are
basically obtained by regenarating plants from single pollen grains, and inducing chromosome doubling. Unique
strenghts and/or weaknesses of the each population type play an important role for performing molecular genetic
research. Therefore, researcher should select a suitable population based on plant species, trait interested, and
facilities available. It is also regarded that more than one population may be used to get targetted result when
necessary.

Keywords: Near isogenic lines, F2 population, recombinant inbred lines, double-haploid populations, molecular
marker

1. Giris

olarak ¢ikmaktadir. Buna paralel olarak
titketici isteklerinin artmasi, gelismekte olan
iilkelerin tarim politikalari ve arastirma
siireglerini  gozden gegirmesini  zorunlu
kilmigtir. Artik birim alandan almacak en
ckonomik yitksek verim gevre, diger iiretim
kaynaklan, ve girdilerin en iyi, en zararsiz

Yeryliziinde tarimin  baslamasiyla
birlikte bitkilerde verimliligin  artmasim
saglamak insanoglunun en 6nemli gorevleri
arasinda yer almistir. Bu gérevin yerine
getirilmesinde en  6nemli 151k kaynag
genetik  bilimi  olmustur.  Mendel’in
bezelyelerde  baglattigi  genetik  bilimi,

guniimiizde artik dev bir sektor haline
gelmistir.  Agronomik olarak 6nemli olan
genlerin - klonlandigi,  istenilen  bitki
genotiplerine aktarildigi ve bunlarin yiksek
kar marlanyla satldign  bir  doénemde
bulunmaktayiz. Yiiksek teknolojinin ve hizla
geligen bilimin tarmda da bu denli yogun
kullamlmasi, giderek son yillarda gelismekte
olan alkelerin éniine bir var olma kosulu

ve uzun dénemde verim disiikliigiine neden
olmadan, sirekli iiretimi saglayacak sekilde
kullammi  ile oldugu takdirde kabul
gormektedir.

Bu baglamda molekiller genetik
aragtirmalar ve genom analizleri modern
tarimin  gerektirdigi nitelik ve nicelikleri
basarabilecek gerekli genetik degisimleri
saglamada onemli bir role sahiptir. 1953’te
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DNA ¢ift sarmalinin kesfivle (Watson ve
Crick, 1953) biivitk adimlar atmaya baglayan
molekiiler genetik, 1960°’ta DNA polimeraz
enziminin bulunmasiyla (Kornberg, 1960)
yap-boz gibi bir oyun haline gelmeye
baslamugtir. 1990’1 villarda o6zellikle PCR’a
dayali molekiiler tekniklerin gelistirilmesiyle
(Williams ve ark., 1990; Welsh ve
McClelland, 1990; Zabeau ve Vos, 1993;
Vos ve ark., 1995) bitki 1slahgilar1 dahil
genetik temeller lizerine ¢alisan birgok bilim

adammin  dikkati  molekiiller  diizeyde
gergeklestirilen  aragtirmalara  kaymugstir.
Molekiiler markerlerin  bitki  1slahinda

kullamlmas:1 bitki genotiplerinin insanlarin
ihtiyac1 yoniinde daha kolay degistirilmesini
saglarken, basit veya kompleks ozellikleri
idare eden genlerin kromozom iizerindeki

yerlerini  belirlemede ve bu genlerin
fonksiyonlarinin agiklanmasinda da
vardimc1  olmaktadir. Ancak bu tirden

¢alismalarin basanh olmasinda ve sonuglara
hizli  bir sekilde ulagmada, baglangic
materyali olarak iyi bir populasyonun tercih
edilmest ve gelistirilmesi gerekmektedir.
Ister genetik haritalama isterse DNA’ya
dayali tiim analizler olsun, bu ¢aligmalarin
basansim etkileyen en 6nemli faktorlerden
birisi de uygun populasyonun
gelistirilmesidir. Bu ¢aligmada, molekiiler
genetik  caligmalarda kullamilan  bitkisel
populasyon tipleri, olusturulmalan ve uygun
populasyon tipinin seg¢iminde go6z Oniine
alman kriterler agiklanacaktir.

2. Populasyon Tipleri
2.1. Yakin Izogenik Hatlar

Yakin 1zogenik hatlarin kullanimiyla
basit kaltim gosteren Ozelliklere bagh
markerler elde edilebilmesi F2
populasyonlarma  gore daha  kolay
basarilabilmektedir (Mahe ve ark., 1995).
Yakin  izogenik  hatlar  bitki  1slahi
programlarinda elit hatlarin  gelistirilmesi
i¢in agronomik olarak iyi bir hatta, verici
ebeveynden istenilen gen ya da genlenin
aktanimasi ile elde edilir (Paterson, 1996).
Yakin i1zogentk hatlar tekrar eden bir ¢ok
geri  melezleme  sonucunda  istenilen
karakterdeki bireylerin se¢imiyle elde edilir.
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Yaklagik yedi veya sekiz geri melezleme
sonucunda segilen bireyler kendilenerck
hedef lokus bakimindan homozigotluk elde
edilir. Sonugta, tekrarlanan ebeveyn ile
yakin izogenik hat arasinda tiim genetik
lokuslar istenilen gen hari¢ aym olur. Bu
sekilde elde edilen hatlar ile bunlarn
tekrarlanan ebeveynleri lizerine uygulanan
bir molekiller marker g¢aligmasiyla ortaya
¢ikanlan herhangi bir polimorfizm, donor
ebeveyn ile tekrarlanan ebeveyn arasmnda
segilen lokus bakimindan ortaya ¢ikan
farkhiliktan kaynaklamr.

Bu vyaklagim 6zellikle hastaliklara
dayamklilik gibi basit kahtin gosteren
ozelliklerde bagli markerler elde etmenin
etkili bir yoludur. Yakin izogenik hatlar
kullamlarak bitkilerde bir ¢ok hastaliga
dayanmiklihik geni belirlenmigtir ve yine bu
hatlar kullamlarak bazi hastalik genleri
klonlanmustir. Diger taraftan musirda oldugu
gibi bitki boyu ve ¢igeklenme zamamm
kontrol eden kantitatif 6zellik lokuslarmmn
belirlenmesinde de yakm izogenik hatlar
kullanilabilmektedir (Koester ve ark., 1993).

Yakin izogenik hatlarn kullanimyla
markerlerin ortaya ¢ikarilmasi, sadece tek
lokus bakimindan farkli bireylerin elde
edilmesini sagladigindan F2
populasyonlarima gére ¢ok daha etkin bir
yoldur. Ancak 1zogenik hatlarin
olusturulmasmda tekrar eden bir ¢ok gen
melezleme  yapilmast  ve bu  hatlann
olusturulmas: igin toplam vedi veya sekiz yil
gibi bir siirece ihtiyag duyulmas: nedemiyle,
bu populasyonlar kullanilarak markerlerin
ortaya ¢ikanlmasi ¢ok hizhi olsa dahi,
genetik matervalin olusturulmasinda
harcanan zaman, yakin izogenik hatlarin
kullaniminin dezavantajidir. Bu nedenle F2
populasyonlarmin  sadece iki yil gibi bir
siirede elde edilebilmesi ve yakin izogenik
hatlar gibi ¢ok fazla melez yapmaya gerek
kalmamast nedeniyle, arzu edilen
polimorfizmler F2 populasyonlar
kullanilarak ortaya ¢ikanlabilecek tiirden
ise, bu tir populasyonlarin kullanilmasi
zaman ve 1sgiiciinden tasarruf
saglayacagindan daha uygun olabilir.

2.2. F2 Populasyonlari
Molekiiler

genetik  arastirmalarda



kullanillan diger bir populasyon tipi F2
actlan populasyonlaridir. F2 populasyonlar
iki homozigot ebeveynin melezlenmesiyle
olusan F1 generasyonunun kendilenmesiyle
elde edilir. F2 populasyonlarinm hizli bir
sekilde yani sadece iki generasyonda
olusturulmas1 ve bir lokustaki iki allelin
miimkiin olan ii¢ kombinasyonunu da (AA,
Aa, aa) igermesi, bu populasyonlarmn iki
temel  avantaji  olarak  goriilmektedir.
Dolayisiyla, lokuslar arasindaki kompleks
iligkilerin  test edilmesi ve gen dozaj
etkilerinin  tahminlenebilmesi  miimkiin
olabilmektedir.  Bitkilerde gen dozajimn
¢ahgilabilecei en ideal populasyon tipi
1:2:1 seklinde ii¢ farkh genotip igin agilim
veren F2 populasyonudur (Kochert, 1994).
Diger populasyon tipleri ii¢ farkh genotipi
vermediklerinden gen  dozaj  etkisinin
¢ahgilmasma wuygun degillerdir.  Ciinkii
kendileme nedeniyle diger populasyonlarda
heterozigotluk kaybolur ve siiper
dominantlikla ilgili higbir etki goriilmez.
Sonugta ortak etki veya dominant-resesif
allel iliskileri birbirinden ayirt edilemez
(Onus, 1996).

F2 populasyonu kendilenmis hatlarda
olusturulan agilan populasyonlardir.
Dolayisiyla, F2 generasyonundaki agilan
populasyonlan sabitlemek miimkiin degildir.
O nedenle gogu bitkide kalici bir kaynak
degildir. Ascksiiel ireyen ya da ¢ok yillik

bitkilerde bu tir kisitlayicn  durumlar
Uretilebilirlik nedeniyle ortadan
kalkmaktadir.

F2  populasyonlarinin  molekiiler
marker  calismalarinda  genis  oranda

kullanilmasim  saglayan “bulk segregant
analiz” yo6ntemidir (Michelmore ve ark.,
1991). F2 populasyonu kullanilarak istenilen
kromozom segmentinde bulunan gene bagh
molekiiler markerleri  belirlemede DNA
omeklerini  havuzlamayr  ongoéren  bulk
segregant analizi hizli ve teknik olarak basit
bir yontemdir. Bulk segregant analizi igin
gerekli olan tek sey ilgili gen va da ozellik
bakimindan agilan bir F2 populasyonunun
varhigidir. Bunun igin istenilen gene sahip
olan ve olmayan ki ebeveynin
melezlenmesiyle F1 generasyonu elde edilir
ve Fl'ler kendilencrck F2 populasyonuna
ulagilir. F2 populasyonu iki yida ya da
kontrollii sartlara sahip laboratuvarlarda bir
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vilda elde edilebilir. F2 populasyonunda
istenilen genin kodladig1 6zellige sahip olan
ve olmayan bireyler mevcuttur. Bu genin
meydana getirdigi Ozellik fenotipe direkt
yansiyorsa ve kolayhkla secilebiliyorsa,
istenilen 6zellige sahip bireyler bir arada;
olmayanlar ise farkli diger grubu olusturacak
sekilde ayrilir ve bu gruplan olusturan
bireylerden elde edilen DNA &rnekleri
havuzlanarak, iki ayrt DNA bulk 6rnegi elde
edilir. Her bir havuz ilgili gen veya ézellik
bakimindan 6zdestir, ancak diger tiim genler
bakimindan  rastgele = dagilirlar. Jel
elektroferezi sonucunda zithk gosteren bant
ilgili geni igeren bolge olarak belirlenir.
Sonugta arzu edilen gen igin bir molekiiler
marker gelistirilmis olur.

Bitkilerde  kalitatif ve kantitatif
kartakterlere bagli markerler belirlemede F2
populasyonlar1 ve bulk segregant analiz
yonteminin kombine edilerek kullamldigi bir
¢ok arastirma bulunmaktadir. Arpada pas
hastaligina (Poulsen ve ark., 1995), iiggiilde
licgiil kanseri hastaligma (Page ve ark.,
1997), fasulyede pas hastaligina (Miklas ve
ark., 1993) dayamklilik saglayan genlere,
antep fistiginda esey genlerine (Hormoza ve
ark., 1994) , susamda kapali kapsiilliiliik
mutant  karakterine (Uzun ve ark,
yaymlanmamus) ‘bagli markerler belirlemede
F2 populasyonlan ve bulk segregant analiz
yontemleri bir arada kullamilmustir. Ancak
kantitatif ~ ozellikler  calisihyorsa  F2
progenilerinin - test edilmesi ve kalitsal
varyasyon gostermeyen bireylerin elemine
edilmesi gerckmektedir (Wang ve Paterson,
1994).

2.3. Double-Haploid Populasyonlar

%100 homozigot bireylerin  elde
edilmesine imkan veren ve molekiiler
genetik  arastirmalarda  yogun  olarak
kullanilan diger bir populasyon double-
haploid’lerdir. Normal kromozom sayisimn
yaristm tasiyan esey hiicreleri yani gametler

haploid olarak tammlamirlar.  Haploid
embriyolarin - olusabilmesi igin  haploid
kromozom sayisini igeren gamet

hiicrelerinin dollenme olmaksizin gelismesi
ya da zigot olusumunu izleyen hiicre
boliinmeleri sirasinda ebeveynlerden birine
ait kromozomlarn elemine olmasi

87



Molekiiler Arastirmalara Uygun Populasyon Gelistirme

gereklidir. Bazi durumlarda, disi gametofitin
yumurta  hiicresi disginda  bagka  bir
hiicresinden, Omnegin  sinergitlerden  de
embriyo gelisebilmektedir.

In vivo’da bir ¢ok sekilde haploidi
meydana gelebilmektedir (Emiroglu, 1982;
Ercan ve Boyaci, 1997). Ancak haploidinin
dogal olarak ortaya ¢ikig frekansmmm ¢ok
diisik olmast nedeniyle, in vivo'da
kendiliginden meydana gelen haploidinin
molekiiler genetik arastirmalarda
kullanmiimasi  c¢kstrem  gartlar  disinda
mimkiin degildir. Haploid bitkilerin in
vitro ‘da olusturulmasi gerekmektedir.

Molekiiller genetik arastirmalarda
kullaniimak tizere haploid bitki elde etmek
igin genellikle anter kiiltiirii
kullamlmaktadir. Bir anter igerisinde
binlerce mikrosporun bulunmasi ve uygun
bir in vitro sistem gelistinldiginde bir
anterden ¢ok sayida haploid bitki elde
edilmesi, anter kiiltiiriiniin tercih edilmesinin
sebebleri arasindadir. (Paterson, 1996).
Haploid bitkilere kolkisin uygulanarak %
100 homozigot double-haploid, diger bir
deyimle dihaploid bitkiler elde edilmektedir.
Double-haploidler tam olarak homozigottur
ve kendine dollencrek genetik olarak aym
vaptya sahtp ¢ok sayida progeni elde
edilebilir. Boylece, molekiiler ¢alismalar
baglatiimadan fenotiplerin tekerriirlia
denenerek, oOnceden test edilme imkam
saglar. Aynca, kolaylikla aymi genetik
vapida double-haploidlerin  elde edilmesi
nedeniyle, tohumlarin bir seti baska
laboratuvarlara goénderilerek karsilastirmal
analiz yapma imkam saglayabilir.

Double-haploidler hizh sekilde
homozigot  bireylerin  elde  edilmesini
sagladigindan, ozellikle kantitatif ozellik
lokuslarmin ~ ¢aligilmasi  igin  iyi  bir
populasyon kaynagidir (Cloutier ve ark.,
1995).  Double-haploidi ile  homozigot
bitkilerin elde edilmesi o6zellikle yabanci
dollenen bitkilerde 6nem kazanmaktadir. Bu
tip bitkilerde yabanci do6llenme sonucu
heterozigotluk artmaktadir. Kendine
dollemenin ~ mimkiin  oldugu  yabanc
dollenen bitkilerde kendileme ile
homozigotluk elde edilebilir ancak bu tiir bir
yol hem zaman alict olabilir hem de
kendileme sonucu bitkilerde kendileme
depresyonu  olusabilir.  Double-haploidi
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teknigi kullamilarak kendileme yapilmadan
homozigot bitkiler clde edilebilir. Diger
taraftan poliploid bitkilerin molekiiler olarak
karakterizasyonunda haploid bitkilerin elde
edilmesi bityiikk kolaylik saglar. Poliploid
bitkilerin kaltiminin incelenmesinde arzu
edilen karakterlerin kombine edilmesi,
diploid diizeyde tetraploid ya da hekzaploid
diizeye gore ¢ok daha kolaydir.

Haploidi tekmgi, bitkilerde meydana
gelen  resesif  mutasyonlarln  ortaya
gikartilmasinda ve molekiller diizeyde
anlagilmasmda da biyiik kolayhk saglar. AA
genotipi Aa seklinde mutasyona ugramigsa,
haploid bitkide bu genler birer birer
dagilacagindan, mutasyona ugrayan bitkiler
kolaylikla ayirt edilir ve bu bitkilerde
mutasyonlarm dogas1 molekiler diizeyde

aragtinlabilir.
Normalde alti veya sckiz kendileme
sonucunda  yeterli  bir  homozigotluga

ulagilirken, anter veya mikrospor kiiltiirii
kullamlarak sadece tek bir generasyonda %
100 homozigotluga ulagilmaktadir. Ancak,
haploid  eldesi  her  bitki  tiiriinde
gerceklestirilememektedir. Dolayisiyla,
bagska bir populasyon tipmin kullanilmasi
gerekmektedir. Genellikle bu populasyon,
diger bir homozigotluk kaynag: olarak
rekombinant inbred hatlardir.

2.4. Rekombinant Inbred Populasyonlar

Reckombinant inbred populasyonlar
farkhi F2 bireylerinin segilmesi ve bir ¢ok
kez kendilenmesiyle elde edilir. Segilen her
bir F2 bireyi homozigotluk elde edilmek
tizere siirekli olarak kendilenir. Boylece
homozigot rekombinant inbredler 5-7
generasyonda elde edilir. Ancak, segilen her
bir F2 bireyinin bu kadar ¢ok generasyon
kendilenmesi ¢ok biyik isgiicii gerektirir.
Cinkiat eldeki populasyon her generasyon
biyilk miktarda biyiir. Bunun igin
rekombinant inbred populasyonlarin elde
edilmesinde “tek tohum aktarim yontemi”
uygulanir. Bu yontemde her bir F2
bireyinden tek tohum almr ve kendilenir.
Bir sonraki generasyonda yine her bitkiden
tek tohum alinarak generasyonlar ilerletilir
ve kendileme sonucunda homozigotluk elde
edilir. Bu durumda rekombinant inbredlerin
orijinal  ebeveynlerinden farkli  linkage



kombinasyonlarina sahip olmast beklenir.
Her bir rekombinant inbred hattaki farkh
linkage bloklan, linkage analizleri igin iyi
bir temel olustururlar. Bununla birlikte, bir
set rekombinant inbred hat olusturmada bir
cok generasyona ihtiyag duyulmasi ve
oldukg¢a zaman almasi, rekombinant inbred
hatlanin dezavantaji olarak kabul edilir.
Ayrnica, zorunlu yabanci déllenen bitkilerde
kendilemenin miimkiin olmamasi nedeniyle
rckombinant inbred hatlan elde etmek
oldukga gii¢ olmaktadir (Kochert, 1994).

Rekombinant inbred hatlarin
tohumlart hem homozigot hem de bol
miktarda olmaktadir. Bundan, tohumlarin bir
kismi ilave markerler elde edilmesi veya
ayni aragtirmamn tekrar edilmesi igin baska
laboratuvarlara gonderilebilir. Diger
taraftan, rekombinant inbred hatlar farkh
lokasyonlarda ve  wyillarda  tekerrirli
denemelere alnabilir. Béylece kantitatif
ozellik lokuslarin analizi igin ideal sartlarin
olusmas: saglanabilir.

3. Sonug

Her bir populasyon tipinin kendi
igindeki  zayifiklan veya giiclii taraflan
molekiler genetik arastirmalarda
kullamlmak  iizere degerlendirilmektedir.
Bunun igin 6zelligin kalitatif ya da kantitatif
kalitim go6stermesi ya da c¢alistlan  Dbitki
tiriinin  kendine veya yabanci déllenmesi

hangi  tir populasyonun kullamlmasi
konusunda temel tercih sebebidir. Zorunlu
olarak  yabanci dollenen bitkilerde

kendilemenin zor olmasi, bu genuslarda
yakin 1zogenik hatlar ve F2
populasyonlaninin ~ kullammimi  én  plana
¢ikarirken, kendine dollenen bitkilerde her
dort  populasyonda  kullanilabilmektedir.
Ancak, her bir populasyonun elde
edilmesindeki kolayliklar veya zorluklar bu
tar  bitkilerde  populasyonlarin  tercih
edilmesinde onemli kriterdir. Ote yandan,
basit kalitim gosteren ozellikleri
analizlemede yakin izogenik hatlar ve F2
populasyonlart basarili olurken, kantitatif
ozelliklerin analizinde yetersiz
kalmaktadirlar. Burada da homozigotluk
kaynagit  olarak  double-haploidler  ve
rekombinant inbred populasyonlar 6nem
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kazanmaktadir. Bu nedenlerle arastirici,
bitki cinsine ve arastirdign Ozellige ve hatta
elindeki mevcut sartlara bagli olarak uygun
bir populasyon belirlemeli, gerekirse birden
fazla  populasyon  kullanarak  sonuca
gitmelidir,
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