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Ozet: Genetik haritalar birgok bitki tiirii icin gelistirilmistir. Genetik haritalar tarimsal agidan 6nemli
genlerin kromozomlar iizerindeki yerlerinin belirlenmesi ve 1slah programlarinda secilen karakterlerin
manipiilasyonu icin onemli avantajlar saglamaktadirlar. Aspir ylizyillardir tarimi yapilan bir yag
bitkisidir fakat bitki 1slah¢ilar1 tarafindan kullanilabilecek bir genetik harita aspir i¢in heniiz mevcut
degildir. Mevcut ¢aligmada Dinger 5-118 ile Remzibey-05 ¢esitlerinin ¢aprazlanmasi ile gelistirilen ve
Fs seviyesine kadar ilerletilen rekombinant saf hatlarin (RIL) aspirde genetik haritalama populasyonu
olarak kullanilip kullanilamayacagi incelenmistir. Calismada toplam 16 RIL hatti ve anaglar
arasindaki polimorfizmler 10 AFLP primer kombinasyonu kullanilarak incelenmistir. Calismada
AFLP primerleri ile toplam 439 bant gozlenmis ve bu bantlardan 20 tanesi anaglar ve hatlar arasinda
polimorfizm {iretmistir ve primer kombinasyonu basina iiretilen polimorfizm sayist 0-4 arasinda
degismistir. Elde edilen polimorfik bantlardan 9 tanesi beklenen orandan sapma gostermistir.

Anahtar kelimeler: AFLP, Carthamus tinctorius, genetik harita, RIL

Investigation on Possible Use of Recombinant Inbred Line Population as
Possible Mapping Population in Safflower

Abstract: Linkage maps have been developed for many plant species. Genetic maps could be used to
locate important genes on linkage groups and enable breeders to manipulate important genes and
characters. Safflower has been cultivated for centuries as oilseed crop but there is no genetic map
developed for safflower. In the present study, possible use of a recombinant inbred population (RIL)
as a mapping population was investigated. The population was developed by crossing Dincer 5-118
and Remzibey-05 cultivars and advanced to Fg generation. Sixteen lines along with parents were used
to screen 10 AFLP primer combinations to reveal polymorphisms. A total of 439 bands were
produced and 20 of those were found to be polymorphic both between parents and among the
individuals. Amount of polymorphisms produced by the primer combinations ranged between 0-4.
Among the polymorphic bands, 9 showed skewed distribution from the expected ratio.

Key words: AFLP, Carthamus tinctorius, linkage map, RIL

Giris

Tirkiye, bir¢ok tarimsal iiriinde yeterli
iiretim yapmasina karsin, bitkisel yag
iiretiminde kendine yeter tiretim
yapamamaktadir. Tiirkiye’nin yillik bitkisel
yag {retimi yaklasik 900 bin tondur.
Ulkemizde iiretilen bitkisel yaglarin %401
ayciceginden, %25°i pamuk ¢ekirdeginden,
%20’si zeytinden, ve geri kalan %151 soya,

musir, findik, kanola, susam ve yerfistigi
gibi  diger yag bitkilerinden elde
edilmektedir (TUIK, 2010). Tiirkiye nin
bitkisel yag iiretiminde sahip oldugu
potansiyel kaynaklardan birisi de aspir
bitkisidir. Diinyada 2009 yil1 verilerine gore
yaklastk 732 bin ha alanda aspir tarim
yapilmis ve 653.791 ton tohum elde



edilmistir (FAO, 2010). Ulkemizde ise aspir
tarim1 son yillarda 6nem kazanmis, ekim

alan1 400 da’dan 21.513 da’a, iretim
miktart ise 150 tondan 20.076 tona
yiikselmistir.

Her ne kadar iilkemizdeki aspir ekim
alanlar1 son yillarda siirekli bir artis egilimi
gosteriyor olsa da, mevcut tarimi yapilan
aspir cesitlerinin (Dinger 5-118, Remzibey-
05 ve Yenice 5-38) tohum verimi ve yag
orami diisiiktlir (Baydar, 2009).

Asteraceae familyasindan olan
Carthamus cinsi 25 tiir icermektedir ve bu
tiirlerden bircogu Akdeniz havzasina 6zgil
tiirlerdir. Aspir (Carthamus tinctorius L.)
Carthamus cinsinin kiiltiirii yapilan tek
tiiriidiir ve 3000 yildan beri yag, baharat ve
boya bitkisi olarak  kullanilmaktadir
(Knowles, 1980).

Molekiiler yontemlerin gelistirilmesine
kadar bitki 1slahgilart istenilen karakterleri

segmek i¢in klasik 1slah  metotlarim
kullanmiglardir  fakat bu  metotlarin
kullanmmminda  bazi  sorunlar  ortaya
cikabilmektedir. Molekiiler  tekniklerin
gelistirilmesi ortaya cikabilecek

problemlerin en aza indirilmesinde yardimci
olmaktadir (Tanksley et al., 1989). Bitki
genetigi ve 1slahinda kullanilabilen pek cok
molekiiler markir sistemi (RFLP, RAPD,
SCAR, SSR, AFLP vb) gelistirilmis ve
kullanilmaktadir.

AFLP  teknigi genetik haritalarin
yapilmasinda (Van Der Voort et al., 1997),
genetik cesitliligin incelenmesinde
(Nyboom, 2004), melezlerin ve cesitlerin
teshisinde (Incirli and Akkaya, 2001;
Goldman et al., 2004), filogenetik

analizlerde (Kardolus et al., 1998; Belaj et
al., 2003), fenotipik karakterlere bagh
markir gelistirilmesinde ve klonlamada
(Brugmans et al., 2006) kullanilabilen bir
markir sistemidir.

Genlerin genetik haritalar {izerindeki
yerlerini belirlemek icin agilim gosteren

populasyonlar gereklidir. Genetik
haritalamalar i¢in genelde F,, double
haploid hatlar ve geri melez (BC)

populasyonlar1 kullanilmaktadir. F, ve BC
populasyonlari her ne kadar hizli bir sekilde
gelistirilebilse de bu  populasyonlar
kullanmanin sakincast DNA kullanildiktan
sonra bu  populasyonlarin  kullanim
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imkaninin  kalmamasidir. Bu problemi
¢Ozmek i¢cin melezleme sonucu populasyon
F, seviyesinde birakilmayarak Fg ve
sonrasina getirilmis ve elde edilen durulmus
populasyonlar rekombinant saf hatlar (RIL)
olarak adlandirilmislardir (Burr and Burr,
1991). RIL populasyonlart homozigot halde
olduklar1 icin siirekli olarak kendilenip
kullanilabilir ve diger arastirmacilar da ayni
populasyonu kullanabilir. Ayrica ¢ikan
sonuglar ortak bir platformda
degerlendirilebilir (Burr and Burr, 1991;
Alanso-Blanco et al., 2000).

Aspir bitkisi icin gelistirilen bir harita
bulunmamasina karsin aspirde genetik
haritalama calismalarii  yapmak {izere
populasyonlar gelistirilmeye baslanmustir.
Mayerhofer et al., (2008) tarafindan yapilan
bir arastirmada, 138 bireyden olusan F,
haritalama populasyonu Centennial ve NP-
12 anaglarinin melezlenmesinden ve 120
bireyden  olusan interspesifik = BC,
populasyonu C. oxycanthus ve
Centennial’in melezlemesi ile iiretilmisgtir.
Haritalama i¢in kodominant RFLP ve SSR
markirlart kullanilmis ve her iki haritalama

populasyonunda 12 baglant1  grubu
olusturulmustur. F, populasyonunda
baglanti  gruplann  9-379 cM, BC,

populasyonunda ise 3-44 cM uzunlugunda
degismistir.

Mevcut ¢alismanin amaci daha onceki
bir TUBITAK projesi kapsaminda iki farkli
cesidin melezlenmesi sonucu iiretilen ve Fg
seviyesine ilerletilen RIL hatlarinin aspirde
genetik harita ¢ikarmak i¢in kullanilabilme
potansiyelini aragtirmaktir.

Materyal ve Yontem

Bitki materyali

2001 yilinda Dinger 5-118 ile Remzibey-
05 aspir cesitleri melezlenmistir. Bu
melezleme de disi olarak segilen Dinger-5-
118 c¢esidinin ¢i¢ek tomurcuklarina 100-300
ppm gibberellik asit uygulanarak sentetik
erkek kisirligr yaratilmis (Baydar and
Gokmen, 2003) ve elde edilen melez
tohumlar 2002 yilinda tarlaya ekilerek F,
bitkileri {retilmis ve 2003 yilinda F,
tohumlann ekilerek F, populasyonu elde
edilmistir. llerleyen yillarda F,
populasyonundan pedigri seleksiyonu ile



secilen iistiin  hatlar Fg seviyesine
getirilmisler ve HB  hatlann  olarak
numaralandirilmislardir (Baydar ve Erbas,
2007; Erbas ve Baydar, 2009). Bu hatlardan
16 tanesi ¢alismada kullanilmistir.

DNA izolasyonu

HB hatlarina ait tohumlar torf iceren
violler i¢ine ekilmis ve gen¢ yapraklar DNA
izolasyonu icin kullamilmiglardir. DNA
izolasyonu CTAB yontemi ile yapilmistir
(Doyle and Doyle, 1990). Orneklere ait

DNA’larin kalitesi ve miktari
spektorofotometrik ~ yontemi ile tespit
edilmistir. Tim o6rneklere ait DNA

konsantrasyonu TE tamponu (1 mM
Na2EDTA, 10 mM Tris-HCI pH 8.0) ile
250 ng/uwl’ye ayarlanmis ve elde edilen
DNA ornekleri kullanilincaya kadar -20
°C’de muhafaza edilmistir.

AFLP analizi

AFLP analizleri, AFLP Analysis System
I kitinde saglanan materyaller kullanilarak
ve {Uretici firmanin direktifleri izlenerek
yapilmustir (Invitrogen Life Technologies,
ABD). 250 ng genomik DNA, 5 pl 5X
reaksiyon tampon ¢ozeltisi iginde 2 pl EcoR
I/Mse 1 kesim enzimleri ile 2 saat siireyle 37
°C’de kesilmigtir. Reaksiyonun toplam
hacmi steril saf su ile 25 pl’ye
tamamlanmistir. Kesim islemi  ortam
sicakhigimin 70 °C’ye cikarilmasi ile
sonlandirdmustir.  Adaptorlerin - eklenmesi
icin kesilen DNA’nin i¢ine 1 pul T4 DNA
Ligaz enzimi ve 24 ul adaptor soliisyonu
eklenmis ve 2 saat siireyle 20 °C’de inkiibe
edilmistir.

On segici amplifikasyonlar icin TE ile
seyreltilmis oOrneklerden 5 pl alinmis ve
yeni PCR tiiplerine konulmustur. Uzerlerine
10X PCR ¢ozeltisi 1 pl Taq polimeraz
(Vivantis, Malezya) ve 40 pl 6n segici
amplifikasyon soliisyonu (EcoR I+A ve
Mse I+C primerleri ve dNTP karisimi)
eklenmistir. PCR islemi 20 dongii olarak 90
°C’de 30's, 56 °C’de 60 s ve 72 °C’de 60 s
seklinde gerceklestirilmistir. PCR iiriinleri
secici amplifikasyonlar da kullanmak icin
1:50 oraninda TE  ¢ozeltisi  ile
seyreltilmislerdir.
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Secici amplifikasyonlar iiretici firmanin
sagladigi primerler kullanilarak yapilmistir.
Secici amplifikasyon icin reaksiyon basina
5 Wl seyreltilmis PCR iiriinii, 0.5 pl EcoR 1
primeri, 4.5 ul Mse 1 primeri ve dNTP
karisimi, 2 pl 10X PCR cozeltisi, 7.9 ul
steril dH,O ve 0.1 upl Taq polimeraz
kullanilmistir.  PCR amplifikasyonu igin
touchdown metodu kullanilmistir. PCR
dongiisiiniin birinci adiminda denatiirasyon
icin 94 °C’de 30 s, hibridizasyon adiminda
sicaklik 65 °C’den baslayarak her dongiide
0.7 °C diisiiriilmiis ve bu islem sicaklik 56
°C’ye ulasincaya kadar devam ettirilmistir

(30 s). Uzatma icin 72 °C’de 60 s
bekletilmigtir. PCR’in ikinci adimi 23
dongiide, denatiirasyon 94 °C 30 s,

hibridizasyon 56 °C 30 s ve uzatma 72 °C
60 s’de tamamlanmusgtir. Secici
amplifikasyon iirlinleri poliakrilamit jellere
yiiklenmeden 6nce 3X STR soliisyonu ile
boyanmustir.

Jel ve data analizi

PCR iiriinleri Owl S4S elektroforez
sistemi kullanilarak ayristirilmistir (Thermo
Scientific, ABD). PCR tirlinlerini
ayristirmak icin %6’lik poliakrilamit jeller
kullanilmis (19:1 akrilamit:bisakrilamit) ve
jel tizerindeki her bir kuyucuga 3 pul PCR
iriinii yliklenmistir. Jeller yaklasik 500 ml
0.5X TBE c¢ozeltisi kullanilarak 2400 V
sabit akimda 3  saat siire ile
kosturulmuslardir.  Poliakrilamit jellerin
hazirlanmasi ve glimiis nitrat ile boyanmasi
islemleri Pillen et al., (2000) tarafindan
aciklandig sekilde yapilmustir.

HB hatlarindan 16 adedinde AFLP
primer kombinasyonlarindan toplam 10 adet
denenmistir. HB hatlar1 tarafindan {iiretilen
polimorfizmler arasindaki baglanti
durumlari MAPMAKER programi
kullanilarak (Lander et al., 1987), Izmir
Yiiksek Teknoloji Enstitiisi  Molekiiler
Biyoloji ve Genetik Boliimii’nde
incelenmistir. y° degerleri iiretilen her allel
icin hesaplanmustir.

Bulgular ve Tartisma

16 adet HB hattindan elde edilen
DNA’lar 10  primer kombinasyonu



kullanilarak amplifiye edilmis ve PCR
iriinleri %6’lik poliakrilamit jeller {izerinde
ayristiritlmis  ve jeller giimils nitrat ile
boyanmistir. HB hatlart ile birlikte bu
hatlarin anaglar1 olan Remzibey-05 ve
Dinger 5-118 c¢esitlerinin DNA’larida
amplifiye edilmis ve HB hatlarinda
gozlemlenen polimorfizmlerin anaglarda
bulunup bulunmadigini test etmek icin HB
hatlarina ait PCR iiriinleri ile birlikte jeller
iizerinde ayristirilmiglardir.

Jel iizerinde en wuzaga go¢ eden
polimorfik bant, birinci allel olarak kabul
edilmis ve diger alleller bu kurala gore
numaralandirilmiglardir. Kullanilan primer
kombinasyonlarinin {iirettikleri bant sayisi
ve HB hatlar1 arasinda ortaya cikardiklar
polimorfik bant sayis1 Cizelge 1’de
verilmistir. Primer kombinasyonlart
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tarafindan tiretilen toplam bant sayis1 27-70
arasinda degismistir. En az bant iireten
primer kombinasyonu E-AGC/M-CAC iken
en fazla sayida bant iireten primer
kombinasyonu EAAC/M-CAA olmustur.
Primer kombinasyonu basina iiretilen
polimorfik bant sayist 0-4 arasinda
degismistir. E-AGC/M-CAA kombinasyon-
lar1 tarafindan iiretilen PCR iriinleri HB
hatlarinda ve anaglarda  polimorfizm
tiretmemiglerdir. En fazla polimorfizm
tireten primer kombinasyonu E-AAC/M-
CAA  olarak  bulunmustur. Primer
kombinasyonlar1 toplam olarak 439 bant
iiretmigler ve bu bantlardan 20 tanesi

polimorfik olarak bulunmustur.
Polimorfizm oram1 % 4.5 olarak
bulunmustur.

Cizelge 1. HB hatlarinda denenen primer kombinasyonlari, toplam bant ve polimorfik bant

sayilari.
Primer kombinasyonu Toplam bant sayisi Polimorfik bant sayisi
E-ACA/M-CTT 52 3
E-AAC/M-CTT 37 3
E-AAC/M-CAG 29 2
E-ACC/M-CTG 45 1
E-AAC/M-CAG 70 2
E-AGC/M-CAA 48 0
E-AGC/M-CAC 27 2
E-ACT/M-CTA 34 1
E-ACA/M-CGA 32 2
E-AAC/M-CAA 65 4
Toplam 439 20
¥* testi gozlenen sonuglarin RIL hatlart kullanilarak baglanti gruplari

icin beklenen sonuglardan (1:1) farkli olup
olmadigini test etmek icin uygulanmistir.
Hesaplanan x> degerleri Cizelge 2’de
verilmistir. % analizi sonuclarma gore 9
allel beklenen orandan sapma gostermis, 11
allelin iirettigi polimorfizm ise beklenen
orandan sapma gostermemistir.

Uretilen polimorfizmler arasinda
baglanti olup olmadigin1 test etmek icin
MAPMAKER  programi kullanilarak
baglanti analizi yapilmistir. Analizler igin
LOD 2 ve 3 kritik esik olarak kullanilmustir.

Analiz sonucu {iretilen polimorfizmler
arasinda yeterli rekombinasyon
olmadigindan  dolay1r  {iretilen  alleler

kurulamamustir. Uretilen polimorfizmlerin
hepsi birbiri ile baglantili oldugu icin alleler
yigilma yapmis ve bundan dolay1 baglanti
gruplar1 bulunamamustir.

Genetik haritalar pek ¢ok bitki tiirii i¢in
gelistirilmigler ve gelistirilmeye devam
edilmektedirler (O’Brien, 1993). Genetik
haritalar yolu ile bitki genomlarinin
haritalanmasi ve genomlarin manipiilasyonu
(Tanksley et al., 1989), kantitatif 6zellik
gosteren genlerin (QTL) baglanti gruplari
ve kromozomlar iizerindeki yerlerinin
tespiti (Jeong et al., 2002) ve Kkalitatif
ozellik gosteren karakterlerin haritalanmasi
ve manipiilasyonu (Yuan et al., 2002) gibi



islemler miimkiindiir. Genetik haritalar
farkll populasyonlar kullanilarak
olusturulabilir fakat RIL populasyonlarinin
kullanilmasi diger haritalama
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populasyonlarina goére daha avantajli fakat
gelistirilmeleri diger populasyonlara gore
daha cok zaman almaktadir (Burr and Burr,
1991).

Cizelge 2. AFLP primerleri tarafindan iiretilen polimorfik allellere ait y° testi sonuglari.

Primer kombinasyonu Bant var (1) Bant yok (0) x2 degeri
E-AAC/M-CTT-1 3 13 6.25%
E-AAC/M-CTT-2 6 10 1.0
E-AAC/M-CTT-3 6 10 1.0
E-ACA/M-CTT-1 6 10 1.0
E-ACA/M-CTT-2 8 8 0.0
E-ACA/M-CTT-3 13 3 6.25%
E-ACC/M-CTG-1 4 12 4.0%
E-AAC/M-CAG-1 4 12 4.0%
E-AAC/M-CAG-2 3 13 6.25%
E-AGC/M-CAC-1 5 11 2.25
E-AGC/M-CAC-2 5 11 2.25
E-AAC/M-CAG-1 8 8 0.0
E-AAC/M-CAG-2 3 13 6.25%
E-ACT/M-CTA-1 8 8 0.0
E-ACA/M-CGA-1 10 6 1.0
E-ACA/M-CGA-2 3 13 6.25%
E-AAC/M-CAA-1 10 6 1.0
E-AAC/M-CAA-2 6 10 1.0
E-AAC/M-CAA-3 12 4 4.0*
E-AAC/M-CAA-4 12 4 4.0%

*beklenen orandan sapma gosteren alleller

Mevcut calismada Dinger 5-118 ve
Remzibey 05 ¢esitlerinin caprazlanmasi ile
gelistirilen ve Fg seviyesine kadar ilerletilen
RIL  hatlarmin  genetik  haritalamada
kullanilip kullanilamayacagi incelenmistir.
Bu melezlemeden gelistirilen HB hatlarinin
verim ve yag asitleri bilegenleri gibi bazi
agronomik ve kalite ozellikleri
bilinmektedir ve bundan dolay1 incelenmis
ozelliklerin haritalanmasinda da ayrica
faydali olacagt diisiiniilmiistiir. Genetik
haritalarimin  gelistirilebilmesi icin secilen
anaglarda, polimorfizm iiretebilmek icin
birbirleri ile genetik akrabaliklarinin az
olmas1 gerekmektedir (Burr and Burr,
1991). Mevcut ¢alismada kullanilan cesitler
Tirkiye’de tescil edilmis ve yaygin olarak
kullanilan standart aspir cesitleridir. HB
hatlar1 iizerinde denenen 10 AFLP primer
kombinasyonu ile toplam 439 bant ve HB
hatlar1 ve anaclarda agilim gosteren 20
polimorfizm tespit edilmistir (Cizelge 1).
Polimorfizm orami kullanilan tim primer

kombinasyonlar1 icin % 4.5 olarak
bulunmustur.

Intraspesifik F, ve interspesifik BC,
populasyonlarinda toplam 1482 SSR ve
RFLP markir polimorfizm tespit etmek icin
kullanilmis ve F, ve BC; populasyonlari
icin bulunan polimorfizm oranlar1 sirasi ile
%8.2 ve 9%13.7 olarak bildirilmigtir
(Mayerhofer et al., 2008). AFLP markir
sistemi; RAPD, SSR ve RFLP sistemlerine
gore ¢cok daha fazla polimorfizm iireten bir
markir sistemi (Milbourne et al., 1997;
Belaj et al., 2003) olmasma karsin, HB
hatlarinda {irettigi polimorfizm orani ¢ok
diisiik kalmistir ve bu durum HB hatlarini
gelistirmek icin  kullanilan  ¢esitlerin
birbirleri ile ¢ok yakin akraba olduklarini
gostermektedir. Cesitler i¢in yapilan bir
calismada, gruplandirma analizinde anag
olarak  kullanilan Dinger 5-118 ve
Remzibey 05 cesitleri ayn1 grup icinde yer
almislar ve birbirleri ile yakin akraba olarak
bulunmuslardir (Tongug ve ark., 2010).



RIL  hatlart1  melezlemeden  sonra
kendilenerek homozigotluga ulastirilnis
hatlardir. Bundan dolayr bu hatlarda
beklenen dagilim orani 1:1 oramidir (Burr
and Burr, 1991). HB hatlarinda iiretilen
polimorfizmlerin bu orana uyup uymadigi
tespit etmek icin y testi kullamilmustir ve
tiretilen 9 polimorfizmin beklenen degerleri
vermedigi tespit edilmistir (Cizelge 2).
Mevcut calisma bir 6n deneme oldugu i¢in
sadece 16 hat kullamlmustir ve bu say1 y°
testi icin oldukca diisiik bir sayidir. Hat
sayisinin arttiritlmasi, yeni
rekombinasyonlarin bulunmasi ile gbzlenen
sapmalarin sayisin1 daha asagiya cekecek ve
polimorfizm  gosteren markirlarin  bir
noktada gruplanmasini azaltacaktir.

Sonug

Dincer 5-118 ve Remzibey 05
cesitlerinin melezlenmesi ile gelistirilen
RIL populasyonu c¢ok diisiikk sayida
polimorfizm iiretmistir ve bu melezlemeden
elde edilen hatlar haritalama populasyonu
olarak kullanilmaya uygun bulunmamuistir.
Haritalama populasyonu gelistirmek ic¢in
genetik akrabaligi uzak olan genotipler
arasinda veya fertil doller veren tiirler
arasinda melezlemeler yaparak daha fazla
polimorfizm yaratilma yolu secilmelidir.
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Bu calismanin  yapilabilmesi icin
gereken maddi destegi veren TUBITAK
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