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OZET

Ulkemizde Yaygmn Olarak Yetistirilen Seker Misir (Zea mays L. var. saccharata)
Varyetelerinin Genetik Cesitlilik ve Filogenetik Tliskilerinin Arastinlmasi

Mistr bitkisi (Zea mays L.) lilkemiz i¢in 6nemli bir tarm {riiniidiir ve seker musr da (Z.
mays L. var. saccharata) 6nemli bir misir varyetemizdir. Yapilan bu ¢ahgmada iilkemizde
tarmu yapilan seker muswr varyetelermin genetik cesitlilikleri ve filogenetik iliskilerinin
ortaya c¢ikarimasi amaclanmustr. DNA izolasyonu CTAB metoduyla gerceklestirimis ve
genetik cesitlilik analizlerimde ISSR molekiiler belirtecleri, filogenetik analizler icin ise
kloroplast genomunda bulunan #rnl - trnF mtergenik bolgesinin dizileri kullamhnustr.
Yapilan analizler sonucunda, genetik cesitliik seviyesinin genotipler arasmda yiiksek
oldugu ve polimorfik lokus oranmm %76 oldugu tespit edimistir. Filogenetik analizler
sonucunda ise, seker musr genotiplermin birbirine benzedigi buna karsmn filogenetik
agacta farkh gruplarm olustugu anlasimstr. Sonugta, ISSR molekiiler belirteglerin ve
kloroplast trnL-F bolgesinin seker nusiwr varyetelerinde genetk ve filogenetik analizler
icin uygun birer genetlkk ara¢ oldugu anlagilnustr. Elde edilen veriler, gelecekteki musir
slah ¢alismalarina bilimsel bir zemin ve katki saglayacaktir.

Anahtar kelimeler: Molekiiler markdr, ISSR, trnL-F, cpDNA,

Agustos, 2017 Nevin OZTURK



ABSTRACT

Investigation of Genetic Diversity and Phylogenetic Relationships in Sweet Corn

(Zea mays L. var. saccharata) Variaties Commonly Grown in Our Country

The corn (Zea mays L.) is an important agricultural product for Turkey, and sweet corn
(Z. mays L. var. saccharata) is also an important variety of corn. In this study, it is aimed
to reveal genetic diversity and phylogenetic relationships in some sweet corn varieties,
which have been widely planting in our country. DNA isolation was performed by using
CTAB method, and ISSR molecular markers were employed for analysis of genetic
diversity. trnL-trnF intergenic spacer sequences in the chloroplast genome were
employed for phylogenetic analysis. According to our results, genetic diversity level was
higher among the studied genotypes and percentage of polymorphic loci was detected as
76%. Phylogenetic analysis showed that, although sweet corn genotypes were resemble
to each other, they were clustered i different groups in phylogenetic trees. As a result, it
could be understood that ISSR molecular markers and chloroplast ¢rnl-trnF’ mtergenic
spacer region were suitable genetic tools for genetic and phylogenetic analysis of sweet
corn varieties. The obtamed data from this study will provide a scientific basis and

contribution to future corn breeding studies.

Agustos, 2017 Nevin OZTURK
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KISALTMALAR
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1. GIRIS

1999 yiinda Pagel, filogeninin ortak bir atadan gelen tiirlerin hiyerarsik diizeni oldugunu
one strmistir (Pagel 1999a). Glincel tilirlerin karakteristk Ozelliklermin  ortaya
konulmasi ile elde edilecek bir filogenetik agag, dallanarak canllarm birbirleri ile ilgili
akrabalk dereceleri ile ilgli bize bilgi verecektr. Bu ortak atann karakteristik
ozelliklerindeki degisikler ise bize giincel yagam formlarmni sunacaktir.

Genetik cesitllign esast DNA molekiiine, bu molekiilin kodlanmasma ve gelecek
nesillere aktariimasma baghdir. Tirlerin ortaya ¢ikma siirecini DNA yapismda meydana
gelen degisimler gergeklestirir (Hughes ve ark., 2008). Tiir ici ve tiirler arasi olusan bu
genetlk varyasyonlar, icinde yasadigimizz ekosistemi ve isleyisini etkiler. Yasamm
adaptasyon yetenegi genetik varyasyona dayanr. Genetkk varyasyonlart sayesinde,
canhlar bulunduklari ¢evreye uyum saglayarak hayatta kalrlar. Bunun tarmmsal agidan
dogrudan bir Onemi vardwr; baz kritik genlerin kodlanmasi ile ortaya c¢ikan bu
varyasyonlar beraberinde degerli kabul edilen oOzellikleri getirir, atalarma oranla daha
giicli ve daha kararh bitkiler ve onlarm tohumlarmm siiregelmesi gibi (Bruford ve ark.,
2016).

Heterozis belirli 6zellikleri ile on plana ¢ikan ve yetistiricilerce degerli goriilen parental
bireylerin ¢aprazlanarak ortaya daha ustiin olan hibrit F1 doliniin ¢ikmasi fenomenidir
(Li ve ark., 2017). Heterozis fenomeni birgok mahsulin ve hayvan tiiriiniin {iretiimesi ve
slah edilmesinde denenmistir. Bu calgmaya dair ik ornekler disi at ile erkek esegin
ciftlestirilmesi sonucu ortaya ¢ikan katwdwr. Bir bakmma katr ve hibrit musr benzerlik
gosterir; her ikisi de parental bireylere oranla Ustiin fenotipler sergiler ve stresse daha
toleranshdr. Ote yandan bu uygulama daha pahaldr ve olusan doller verimsizdir, bu da
yetistiricinin - stirekli disardan yeni tohumlar almasmi gerektirir. Elbette yapilan slah
calsmalart ile bunun Oniine de ¢ift melezleme ile gegilebilecegi ve daha verimli tohumlar
elde edilebilecegi goriilmiistiir (Springer ve Stupar, 2007).

Genetik cesitlilik fenotip ile smrh degildir, musr genomu molekiiler olarak da essizdir.
Misr hatlart  genlerindeki polimorfizmlerle zaman iginde degisikliklere ugranustr. Gen
ve niikleotid seviyesindeki bu degisimler, karmasik oOzelliklerin goriilmesini saglamustir.



Omegin yabanl bir msr hattmn genotipi dizileme bakmindan bir insandan,
Drosophila’dan ya da ¢ogu yabanil bitkinden daha fazla gesitliik gosterebilir (Buckler
ve ark., 2006).

Cabsmamizda bizi nmuswra yonelten bashca sebepler besin, hayvan yemi ve endiistriyel
kullanmlarmm yam swra muswrm genetlkk ve morfolojik olarak yabaml akrabalarmdan ayri
diismesidir. Amacmmiz hem genetk agidan mnusr bitkisinin  farkhhgm kavrayabilmek
hem de son yillarda hizla kendini gosteren musr iiretimdeki artisa ve verimlilik arayisma
katk1 saglayabilmektir. Ayrica, Tiirkiye'de tarmm yapilan seker musr varyetelerinin
filogenetik ve genetik cesitlilik analizlerine katki saglamak da amaglanmistir.

1.1 Misir (Zea mays L.) Bitkisinin Genel Ozellikleri

Misrr bitkisinin anavatam Amerika kitasidr, burada yerliler tarafindan yetistirildigi daha
sonra Ispanyol akmlar1 ve Amerika kitasmmn kesfi dle Avrupa’ya gectidi diisiiniilmektedir
(Babaoglu, 2005). Bunun yam swa 1998 yiinda Kirtok, misir bitkisinin Avrupa’ya Kuzey
Afrika, Misrr, Suriye hattt aracilifiyla Anadolu {izerinden gegmis olabilecegini One
strmiistlir (Kirtok, 1998).

Tablo 1.1 Misrr (Zea mays L.) bitkisinin sistematigi (Tibives, 2017)

Alem: Plantae
Alt Alem: Tracheobionta

Sube: Magnoliophyta
Smif: Liliopsida

Alt Smif: Commelinidae

Takm: Cyperales

Aile: Poaceae
Cins: Zea

Tur: Zea mays L.

Poaceae familyas1 ekonomik acidan tiim bitki familyalar1 arasmda en Onemlisidir. Buna

ek olarak, diinya iizerindeki bircok dogal ve el yapmu arazi iizerinde baskmlk kurmasi



ekolojik anlamda da Onemldir (Bremer, 2002). Bu famiyann gec¢irdigi degisimin
takibini yapmak zordur, c¢ilinkii metabolik yolaklar, cografi farkliiklar ve morfolojik
yapilar1 disiiniilince familya ici polimorfizm oranlart yiksektir (Bouchenak-Khelladi ve
ark., 2010). Poaceae familyasma bagh 12 altfamilya, 600-900 cins ve tanmmlanmuis
yaklagtk 11.000 tiir bulinmaktadr, dolayisiyla c¢icekli bitkiler (Kapah tohumlular,
Angiospermae ya da Magnoliophyta) arasmdaki en biiyiik 4. familya kabul edilebilirler
(Saarela ve Graham, 2010).

Zea genusu ise 6 takson ve 4 tiir olacak sekilde smiflandirilmustir:

1. Z. mays L. ve Z. mays subsp. mays dahil olmak iizere kiiltire edilmis misw; Z. mays
subsp. mexicana (Schrader, Iltis), Z. mays subsp. parvigluvis (Itis ve Doebley)
tirlerinden olusur.

2. Z. luxurians (Durieu veAscherson) Bird. yani kuzeydogu Guatemala ve Honduras’tan

tek yillk bir cesit teosinte;

3. Z. perennis (Hitchcock) yani tetraploid ¢ok yillik bir ¢esit teosinte;

4. Z. diploperennis (Iltis, Doebley ve Guzman) yani giiney Meksika’ya 6zgii diploid c¢ok
yillik teosinte ¢esidi olmak iizere. Elbette smiflandrmalarm ve rakamlarm kaynaklar
arasmda farkliliklar gosterebilecegini belirtmeliyiz.

Miswr, basit ve uygulamal bilim agismdan bir model organizma kabul edilir. Her sene
milyar dolarlart bulan ekonomik getirisi ise dikkat g¢ekicidir. Hepsi birer tahil mahsulii
olmasma ragmen piring (Oryza sativa), sipirge darisi (Sorghum bicolor), bugday
(Triticum sp.), arpa (Hordeum vulgare) benzeri bitkilere oranla genetik yapist en fazla
arastirilan tahildr (Strable ve Scanlon, 2009).



Sekil 1.1 Misir (Zea mays L.) bitkismin ¢icek durumu. (A) Yetiskin musrr bitkisi. (B)
Erkek cicek durumu. (C) Disi ¢icek durumu. (Prof. Dr. Otto Wilhelm Thomé)

Yetistirilmesi oldukca basit ve kolaydr, bunu disi ve erkek organlarm aym bitkinin farkh
cicekleri iizerinde olmasma borgludur, yine tamamen bu sebepten tozlasmasi kolayca
kontrol edilebilir istenmeyen herhangi bir durumda da Onlenebilir (Strable ve Scanlon,
2009). Ulkemizde yetistiriciligi yapilan nusr bitkisinin %35°1 insan gidasy, %30’u silajhk
(hayvan yemi), %Z20’si hammadde olarak yem endiistrisinde, %10’u igerisindeki glikoz
ve nisastadan dolayr sanayide, %51 ise tohumluk olarak kullanilanlar ve kayiplar olarak
dagihm gostermektedir (Esiyok ve ark., 2004).

Ulkemizde genel olarak yetistirilmesi en ¢ok tercih edilen musr cesitleri tath misr (Zea
mays L. var. saccharata), sert msr (Zea mays var. indurata), cin msw (Zea mays var.
everta) ve at disi misr (Zea mays var. intendata)’dr (1zli ve Iskk, 2006). Tath misrr (Zea
mays L. var. saccharata) bitkisi, Poaceae (Gramineae) yani Bugdaygiller familyasmm
Maydeae grubuna bagh tek eveikli ve tek yillik bir tiirdiir (Sabanci, 2016).



Mistr bitkisi uygun sartlar altmda 120 ile 180 giin icerisinde yetisir. Bitki, 4 ay igerisinde
2,5-4,5 m boylara ulagabilir ve kogani ise 600-1000 kadar tohum ihtiva edebilir. Birim
alandan en fazla kuru maddeyi {iireten tir olmasi ile yetistiriclligi olduk¢ca Onem

kazanmistir (Sabanci, 2016).

Essiz bir diger yam ise kogan etrafindaki yapraklarm C3 ozelligi gOsterirken bitkinin
geriye kalan tiim yapraklarmm C4 bitkisi ozelligi gostermesidir (Bourzac, 2017). Diger
tahillara oranla giines 1s13ma ve karbondioksite daha fazla ihtiyag duyar ve daha hizh
biiyiir. Ayrica da genis yapraklari sayesinde en yiiksek fotosentez oranma sahip tahildir.
Soguga dayanikh degildir, gelisme periyodunun sicak olmasi gerekir; iliman, tropik ve
subtropik bolgelerde ekimi tercih edilir. Tanelerindeki pigmentasyon genel olarak sari,
beyaz ve kirmuzi tonlarmdadr (Cengiz ve Esmeray, 2015).

Yiksek oranda (%96) yabanci dollenme gecirir. Sap bogumundan c¢ikan koganlar
iizerinde disi cicekler; tepe piiskiilii lizerinde ise erkek cicekler toplanmustr. Bir musir
bitkisi 3-5 milyon polen verebilmektedir. Tepe puskiili ¢ikism 4-8 giin sonrasmda kogan
puskiilii ¢ikis1 takip eder. Her bir kocandan yaklasik 300-1000 kadar piiskiil olusur. Bu
puskiillerin ¢ikis1 ile artik cicekler dollenmeye hazirdir ve polen tozu alana kadar 10-15

giin siireyle canh kalrlar, dollenmeden sonra ise kisa zamanda kurur (Anonim 1, 2017).

Misrr ile ilgili en erken bilimsel g¢aligmalar, Mendel’e aittir. Pisum tiirleri tizerindeki
deneylerine benzer sekilde gergeklestiriimisti. Her iki cins de biiylik bitkilere sahip
olmakla birlikte fenotipik incelemelerin dolayisiyla da morfolojik olarak mutant bitkilerin
genetik analizinin yapilmasini kolaylastirmasi ile 6n plana ¢ikmustir.



Tablo 1.2 Misrr (Zea mays L.) bitkisinin genom 6zellikleri (NCBI, 2017)

Boyut Diger
Lokus| Tip | Ad: RefSeq INSDC GC% | Protein |[rRNA[tRNA Gen [Psddogen|
(Mb) RNA
master LPUQ00000000,
- 4,212.64 46.9 130,282 - - - 139,001 -
WGS 1
NC_024459.
Nuc |Chr 1 - CM007647.1 307.04 47.0 8,611 - 116 |1,779]6,948| 468
2
NC_024460.
Nuc |Chr 2 72 CM007648.1 244 .44 47.0 6,964 - 140 |1,438] 5,78 447
NC 024461.
Nuc  [Chr 3 - CM007649.1 235.67 46.9 6,181 - 79 11,25414,945| 368
2
NC 024462,
Nuc  [Chr 4 _2 CM000780.4 247 46.6 6,047 - 109 11,326(5,118] 390
NC 024463.
Nuc  [Chr 5 - CM000781.4 2239 46.9 6,655 - 101 (1,319]5,293] 408
2
NC 024464.
Nuc  [Chr 6 _2 CM000782.4 174.03 47.1 4,897 1 78 [1,037(4,049| 326
NC 024465.
Nuc  [Chr 7 72 CM007650.1 182.38 46.8 4,778 - 59 | 928 3,762 284
NC _024466.
Nuc |Chr 8 72 CMO000784.4 181.12 47.0 5,048 - 75 (1,217|4,263| 305
NC _024467.
Nuc |Chr 9 72 CMO000785.4 159.77 47.0 4,274 - 53 | 987 | 3,59 307
NC_024468.
Nuc |Chr 10 5 CMO000786.4 150.98 46.9 4,05 - 49 | 785 (3,253 288
NC _007982.
MT  [Chr MT - . AY506529.1 | 0.56963 43.9 163 4 29 - 213 26
NC_001666.
Chl  [Chr Pltd 5 X86563.2 0.140384 38.5 111 8 38 - 158 1
Un - - 28.03 46.7 512 1 19 108 | 428 24

1990’larm sonunda musr genomuna ait kapsamh bir smiflandwridma yapimustr. Misr,
tahmini 2,3 gb ie 2,7 gb uzunlugundaki 10 kromozomdan (2n=20) olusan diploid bir

bitkidir. Bu 10 kromozomun her biri morfolojik olarak birbirinden yapisal Ozellikler,

satellit durumlar, kromozom uzunlugu, sentromerin pozisyon gibi Ozellikleri ile aymt

edilebilir haldedir (Strable ve Scanlon, 2009).



1.1.1 Misir Yetistiriciligi

Misrr  bitkisinin - tohumlarmm rahatca ¢imlenebilmesi ve gelisebilmesi i¢in  sicakhgm
genel olarak yaklagik 14-15°C olmas1 gereklidir (Esiyok ve Bozokalfa, 2005).

Sulama plam  kritktir, bu planmn iyi yapildiZt tiim alanlarda  yetistirilmesi
gerceklestirilebilir. Ekim nobeti (miinavebe) ile farkh bitkilerle birlikte swal olarak ekimi
yapilabilir. Boylece musrdan sonra ekimi yapilan tahillardan alman verimin de arttig
belirtiimistir. Ulkemizde ¢ogu yerde birincil ve ikincil olarak yetistirilmektedir (Vartanh
ve Emeklier, 2007).

Birincil iiriin olarak yetistirilecek musr i¢in tercthen son don olaylarmdan sonra
ilkbaharda toprak sicaklklar1 yaklagik 10-12°C iken; ikincil {irtin olarak yetistirilecek
misrr i¢in ise 15 Haziran ile 15 Temmuz arasi ekim yapimasi uygundur. Elbette bu
tarihler bolgelere gore degisim gosterebilir. Ornegin Giineydogu Anadolu Bélgesi'nde
ekim i¢cin en ge¢ tarth temmuz ayr sonlarmi bulabilir. Ekim dermli§inin yaklasik 5-6 cm
olmas1 gereklidir. Toprakta bulunmasi gereken azot miktar1 yaklask 20-25 kgda!
degerlerindedir, giibrelemede bu oram bozmayacak sekilde olmalidwr (Anonim 2,2017).

Misrr ekimi i¢in ideal bolgeler deniz seviyesi ile 1500 m yiikseklikte yer alan kisimlara
kadar olan alanlar ve 250-2500 mm yaklasik yagis alan bolgelerdir. Bu sartlar1 saglayan
bolgelere ait verim oranlari géz Oniinde bulundurulursa Akdeniz Bolgesi %31 ile ik
sirada gelir. Hemen sonrasmda Giiney Dogu Anadolu Bolgesi %22, Karadeniz Bolgesi
%17, Marmara ve Ege Bolgeleri birlikte %13 ve son olarak I¢ Anadolu Bolgesi %4 il
karsmza c¢ikmaktadir (Sabanci, 2016).

1.1.2 Misir Besin Degerleri

Tahil grubu bitkiler arasnda, yulaf en fazla yag oranma sahip olan tiir iken onu hemen
sonrasmda musir takip eder. %80’1 embriyoda bulunan yag oram genel olarak %4-5 iken
bu oran %7’yi bulabilir. Kocan iizerinde nusirr tanesinin bulunma durumuna gore ihtiva
ettigi yag oram degisebilir ama yaklagik bir oran vermek istersek buna bas, orta ve ug i¢in
%0,1-0,6 diyebiliriz. Kocann yag veriminin belirlenmesinde tavsiye edilen, daha fazla
yag oranma sahip olmalar1 sebebiyle kocanmn ortasmda bulunan tanelerdir.



Bir adet musir tanesinin icerdigi nisasta oram %61-78; lif oram %8,3-11,9; protein oram
%6-12; yag oram %3,1-5,7; ve kil oramt %1,1-3,9 arasmda degisiklk gostermektedir.
Tane agrhgmm yaklask %5’mi yag olusturur. Buradaki yag, endospermde %l,
embriyoda %33, kabukta %1 ve sapgikta %4 oranlarma sahip olacak sekilde dagimustr.
Bu yagm ticari amagla iiretimi yapimaktadr ve blylik bir Oneme sahiptir (White ve
Weber, 2003).

Unlu mamul yapmnda kullamlan nisasta, Diinya’da {iretim amaciyla sadece birka¢ bitki
lizerinden ticari olarak elde edilebilir ve muswr bunlardan biridir. Amerika ve Tirkiye’deki
verilere bakilacak olunursa elde edilen nisastann %95 orannda musrdan saglandig
goriilebilir (White, 2001).

Misrr nisastasmm bu kadar talep edilmesinin sebepleri olarak kabarma &zelligine sahip
olmasi, renk ve lezzet standartlarm saglamasi, cok 1yi su ¢ekerek hazir ¢orba imalatma
uygun olmasi sayilabilir. Misir tohumunun yaklasik %70’ten fazlasi nisasta igerir. Misir
tanesi icerisinde oranlari ise endospermde %86, embriyoda %8, kabukta %7 ve sapgikta
%S5 olacak sekildedir (Sabanci, 2016).

Misir protemlerinin %40 ile %50’si zein protemidir. Alkol ve su kullamlarak ekstrakte
edilmesi saglanir, ortaya c¢ikan graniiller kurutularak toz halne getirilir. Bu toz musir
Ogiitme sanayisinin ticari bir yan {riinlidiir. Zein kullanilarak elde edilen film ile palamut
gbi besinler kaplanarak depolanmast ve muhafaza ediimesi saglanabilir. Yapilan
cahsmalar bu ekstraktlar ie olusturulan yenilebilir filmlerin raf Omriinii uzattigm
gostermistir (Duyar ve ark., 2016).

1.1.3 Uretim Degerleri

Elimizdeki 10 yillk nusir tiretim verileri gostermektedir ki toplam iiretim her gegen sene
artmistr ve bundan sonra da artacagm Ongorebiliriz. Bazi yillarda her ne kadar azalmalar
gorlilse de bunlarm o senelere Ozgii iklimsel dalgalanmalardan kaynakh oldugu tahmin
edilebilir. Misrra yonelim her gegen giin artmaktadr ¢linkii sadece bir besin ve hayvan
yemi kaynagl degil aym zamanda endustriyel kullanmu ve ticari {iretimi saglanan bir

mahsuldiir (White ve Weber, 2003; Zhao ve ark., 2016).



Tablo 1.3 Diinya Misrr Uretimi Ortalama Verileri (ml ton)

Ulkeler 2004 | 2005 (2006 2007 [2008( 2009 | 2010 |2011| 2012 | 2013
A.B.D. 299,81282,2 267,5|331,1 |1307,1{332,5 [ 316,1 [313,9]273,8| 353,6
Cin 130,2(139,3 [151,6(152,3 |165,9/163,9|177,41192,7/205,6| 218,4

Brezilya 41,8 | 35,1 (42,6 | 52,1 |58,9] 50,7 | 55,3 |55,6| 71 80,2
Arjantin 14,9 | 20,4 | 14,4 21,7 | 22 | 13,1 | 22,6 [23,7| 21,1 | 32,1
Ukrayna 8,8 7,1 6,4 | 74 |11,4] 10,4 | 11,9 (22,8] 20,9 | 30,9

Hindistan 14,1 | 14,7 | 15 | 18,9 |19,7| 16,7 | 21,7 (21,7 22,2 | 23,2
Meksika 21,6 | 19,3 (21,8 23,5 (24,3 20,1 | 23,3 |17,6| 22 22,6
Endonezya 11,2 ] 12,5 (11,6 13,2 (163 | 17,6 | 18,3 |17,6( 19,3 | 18,5

Fransa 16,3 | 13,6 | 12,7 | 14,3 [ 15,8 15,2 | 13,9 | 15,9] 15,6 15
Kanada 8.8 9,3 8,9 | 11,6 |10,5( 9,5 11,7 10,6 13 14,1
Tiirkiye 3 42 |38 | 35 | 42| 42 43 | 42| 4.6 5,9
Diger 157,81 155,5192,2| 140 | 174 |165,7|174,3 | 191 [183,1| 202

Toplam 728,91713,6 [706,8) 790,1 |1830,6( 820,2 [ 851,2 (887,8/872,7|1018,1

Genel olarak ele almak gerekirse bizler bu artigm en biiyiik sebeplerinden biri olarak
tohumluk, yerli ve agikta tozlanan olarak tabir edilen musw c¢esitlerinden zyade nusir
bitkisinin elde edilen melez cesitlerinden kaynaklandigmi kabul edebiliriz. Misir herkesin
erisebildigi, basit ve kolaylkla yetisebilen bir bitki iken, bir de yem teknolojik
gelismelerin melez ¢esit eldesini ileri tasidigi bir gercektir (Strable ve Scanlon, 2009).
Diinya  genelindeki  {iretimin  yaklagkk iigte birmm  Amerika’da  gerceklestigi
goriilmektedir. Bu, hem musr bitkisinin ana vatam olmast hem de iman ikim
kusaklarmda bulunan genis tarimsal arazilere sahip olmasiyla ag¢iklanabilir (Cengiz ve
Esmeray, 2015).

Ulkemizdeki iiretim ve verimdeki artis ise 1980’lerde melez musr gesitlerinin iilkeye
girisi ile olmustur. Ekim yapilan arazlerde biiyik artglar olmazken, iiretim nerdeyse 2
katma ¢ikmus ve yaklagk 6 milyon tonu bulmustur. Misrdan alman verim ise 1,5 katma
cikmis 941 kg ile son on yin en iyi ortalamasma ulasimustr (TUIK, 2017; Sabanci,
2016).

Alman verim bakimmdan Diinya ortalamasmm yaklasik 2 katma c¢ikimis olmasi ise
ilkemizde nusr Ttretimmin basarih oldugunun bir kamti kabul edilebilir (Tablo 3).

Verimdeki bu basart melez musir cesitlerine ve bunun yam sra tarm uygulamalarnda



yapilan iyilestirmelere baghdr; sulama yapilabilir alanlarm arttirmasi ve  yetistirme
tekniklerinin - gelistirilmesi  gibi  durumlart buna O6rnek olarak verebiliriz (Cengiz ve
Esmeray, 2015).

TUIK ten alnan son verilere gdre ise 2014-2016 yillar1 arasmda ekim alam 6.586.450
dekardan, 6.800.192 dekara; tiretim miktar1 5.950.000 tondan, 6.400.000 tona; elde edilen
verim ise 903 kg.da'’tan, 941 kg.da'’a ulasmistr. Bu da bize tiim verilerde diizenli bir
artis oldugu ve artmaya da talebe bagh olarak devam edecegini gostermektedir.

Sekil 1.2 Ukke Geneli Tane Misrr Uretim Miktar1 (2015)

Ic ve Dogu Anadolu bolgelerinde ise etkinligini gdsteren karasal iklim dolayisiyla, musir

ekimi zorlasmakta ve bu sayr 10 bin ton ve alt1 olarak karsmiza ¢ikmaktadrr.

Dikkat ¢eken bir diger durum ise Giiney Dogu Anadolu Projesi (GAP) sonrasi sulama
alanlarmm  arttrlmast  ve ikincil {riinlerin  ekiminin  saglanmasi ile  Giliney Dogu
Anadolw’daki {iretim oranlarmmn artmasidr. Buralarda ozellikle elde edilen karm daha
yiksek olmasit sebebiyle alternatif {iriinlerin yetistirilmesi s6z konusu olmustur; bizim
durumuzda buna Ornek olarak pamuk yerine musrm tercih edilmesinden bahsedebiliriz
(Cengiz ve Esmeray, 2015).
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1.2 Molekiiler Belirtecler

Molekiiler isaretleyiciler genis bir uygulama yelpazesine sahip olup, seleksiyonu,
kantitatif ~ Ozellklerdeki genetik  varyasyonlar, genetk segregasyon analizlerinin
yaptmasmy, ~kantitatif Ozellik haritalarmm ¢ikariimasm ve daha bircoklarma imkan
saglar (Gongalves ve ark., 2009).

Kabul edilen ik molekiiler isaretleyiciler, 1959°da Market ve Moller tarafindan ortaya
konulan izoenzimlerdir. Bu isaretleyiciler, incelenen genom iizerinde az sayida lokusu
saptamada ve lokus basma diisen polimorfizmi tammmlamada yetersiz kalmalar1 sebebiyle
makul elestiriler almistr (Market ve Moller, 1959).

1960 yiinda restriksiyon enzimlerinin (endoniikleazlar) kesfi ve izolasyonu ile genomik
DNA, restriksiyon parca uzunluk polimorfizmi (Restriction Fragment Length
Polymorphisms - RFLP) ve minisatellitler aracih@iyla, kullanmlarak bireyler arasmdaki
farkhliklar saptanabilmistir. Avantajlarmm yam swa bu isaretleyiciler de kullanimlarmm
zahmetli, maliyetlerinin yliksek olusu ve uygulamalarmm yavas sonu¢ vermesi ile geri
planda kalmglardir (Schiotterer, 2004; Schulman, 2007).

1987°de Mulis ve Faloona tarafindan yaymlanan makale ise dikkatleri polimeraz katalizi
ille olusan zncir reaksiyonlar sonucu in vitro kosullarda spesifik DNA eldesi iizerineydi.
Bu yonteme daha sonralari polimeraz zincir reaksiyonu (PCR/PZR) denimistir ve bir
bakima molekiiler biyolojide ¢igr acgildig sdylenebilir. Uygun sicakhk dongiilerine bagh
olarak gerceklesen bu reaksiyonun 3 basamag vardmr; bunlardan ilki yiiksek sicakhkta
denatiirasyon ie DNA zncirlerinin ayriimast (92-95°C), ikincisi sicakhgm 35-60°C
dereceye dusiiriilmesi ile primerlerin  baglanmasmmn gergeklesmesi ve son basamak
olarak 72°C’de uzamadrr, ki bu sicaklk polimerazm hedef DNA par¢asm ¢ogaltmasinda
idealdr (Kubista ve ark., 2006).

Bu yontem ile artk farkh molekiiler isaretleyicilerin gelistiriimesi saglanmis ve basit dizi
tekrarlart (Simple Sequence Repeats - SSR), rastgele arttmilnug polimorfik DNA
(Random Amplified Polymorphic DNA - RAPD), isaretlenmis dizi bolgeleri (Sequence
Tagged Sites - STS), sekansi karakterize edilmis (belirlenmis) cogaltimis bdlgeler
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(Sequence Characterized Amplified Regions - SCAR), basit sekans tekrarlar1 arasi
polimorfizm (Inter-Simple Sequence Repeats - ISSR), Cogaltlmig Parca Uzunluk
Polimorfizmi (Amplified Fragment Length Polymorphism - AFLP), tek nikleotid
polimorfizmleri (Single Nucleotide Polymorphisms - SNPs) gbi birgok PCR tabank
molekiiler belirteci bilime kazandrmustr (Oliveira ve ark., 2010; Vardar-Karltepe ve
ark., 2010).

Tablo 1.4 Molekiiler Belirteclerin Karsilastirilmast (Genisel, 2013)

Molekiiler| PCR
Belirte¢ | Temelli | Polimorfizm | Dominanthik Verimlilik Otomasyon Maliyet

Teknigi | Olmasi

RFLP Hayr Diisiik/Orta Ko-dominant Yiiksek Diisiik Yiiksek

RAPD Evet Orta/Yiiksek Dominant Diisiik Orta Diisiik
AFLP Evet Yiiksek Dominant Yiiksek Orta/Yiiksek Orta

SSR Evet Yiiksek Ko-dominant Yiiksek Orta/Yiiksek Diisiik

ISSR Evet Yiiksek Dominant Yiiksek Orta/Yiiksek Diisiik
SCARS Evet Yiiksek Ko-dominant Yiiksek Orta Orta

STS Evet Yiiksek Ko-dominant Yiiksek Orta/Yitksck Diisiik

Dominant

Farkh DNA dizilimlerini tespit etmede kullanilan cesitli molekiiler isaretleyiciler oldukca
yiksek kullamm oranlarma erigmiglerdi. Bu molekiller isaretleyicilerin  kaynagt
iretildikleri  bitkilerm DNA’laridr. DNA  zncirinde bulunan sifre canhlarm  yapism
belirler. Bu Ozellikten yararlanan molekiiler belirtecler ile bir bitki popiilasyonun ve
bireylermin sahip oldugu genetik cesitik %100°e yakmn giivenilirlikteki sonuglarla
ortaya ¢ikariabilir (Giilsen ve Mutluy, 2005).

1.2.1 Basit Sekans Tekrarlan Arasi Polimorfizm (ISSR)

ISSR, PCR’a dayah, hizh ve etkili olmastyla 6n plana ¢ikan molekiiler bir tekniktir.
Tercih edilmesinin ana sebepleri olarak agr is giicline gerek duyulmamasi, nikkleik asit
ihtiyacmmn c¢ok yliksek miktarlar1 bulmamasi, makul bir {icrete sahip olmasi, kisa bir
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zaman dilimi icerisinde bilimsel giivenilirligi olan ve de tekrarlanabilir sonuglar vermesi
gosterilebilir (Zimriit ve ark., 2016).

Temel olarak bu teknigin cahsabilmesi i¢in birbirine zit olarak yerlesmis ve cogaltilabilir
bir arahga sahip iki es mikrosatellit tekrar bolgesi lizerinden hedef DNA parcasmnmn
cogaltimas1 saglanr. Bu yontem, c¢oklu genomik lokuslari hedef alan bir reaksiyon
olmakla birlikte, 16-25 bp uzunlugundaki primerleri kullanr ve esas olarak farkh
boyutlardaki basit mikrosatellit arasi bolgeleri ¢ogaltmayr hedefler.  Kullanilan
mikrosatellit tekrarlart di-nikkleotid, tri-niikkleotid, tetra-niikleotid ya da penta-nikleotid
yapida primerlerdir. Mikrosatellitlerin  kendilerinin  fonksiyon vermedikleri diistiniilirken
bir yandan da kodlama yapan bélgelere baglantih olduklart bilinmektedir, bu da ISSR
primerlermin  zengin gen bolgelerini isaretlediklerini gosterir. Boylece ISSR  teknigi ile
farkh bitki tiirleri hedef alnarak genomik parmakizi, genetkk cesitlilik, genom haritalari,
gen isaretltme ve populasyon genetigi gibi amaglarla basartyla kullanidabilir (Oliveira ve
ark., 2010).

1.2.2 Kloroplast genomu (¢cpDNA), trnL ve trnF

Tirlerin dogru smiflandirlmasmda  DNA’nn roli kritiktir. Canllar arasmdaki genetik
benzerlk ve filogenetik iliskiyi inceleyebilmek i¢in Once hedef organizmanmn
makromolekiillerini incelemek gerekir. Bitkilerde yapilan DNA dizileme c¢ahsmalarinda
3 Onemli DNA kaynag vardmr; bunlar niiklear (nDNA), kloroplast (cpDNA) ve
mitokondri (mtDNA)’ye ait olanlardr (Ozdemir-Degirmenci, 2011). Ote yandan musir
kloroplast genomu, mitokondrial genoma =zt olarak, organizasyonunda belirgin bir
varyasyon gostermez (niikleotid bazmnda degisim oram oldukca diisiiktiir) ve lineer bir
gen dizilimine sahiptir. Bu yapis1 ile bitki taksonomileri arasinda genis bir yelpazede
karsilastrma yapimasina olanak saglar (Matsuoka, 2002; Newton ve ark., 2009).

Bunun yam swa filogeni, bitki genetigi ve biyocografya cahsmalart i¢cin de idealdir.
Kloroplast DNA’sindaki kodlama yapmayan intron ¢trnl. (UAA) ve trnl. (UAA) 3 ekson
le trn-FF (GAA) geni arasmdaki intergenk ara bolge kullamlarak birbirme yakmhk
gosteren tlirler ve cinsler arasmdaki iligkiler incelenebilir. Bunun sebebi mtron ve

mntergenik ara bdlgelerinin yliksek mutasyon oranlarma sahip olmasdw. trnl ve trnF
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mtergenik ara bolgelerinin, kloroplast genomundaki kodon bdlgesinden daha hizh
degiserek son formunu aldig bilinen bir bagka gercektir (Choulak ve ark, 2017). Kodlama
yapmayan bdlgelerin varyasyona olan bu yatkmlg onlart kodlama yapanlara oranla
filogenetik bakimdan incelenmesi daha giivenilir ve daha bilglendirici kilar (Aydemir,
2015).

1.2.3 Molekiiler Belirteclerin Kullanlmasina Dair Daha Onceki Cahsmalar

Cekic ve ark. (2001), tarafindan gergeklestirilen ¢alismada Fragaria vesca f. vesca ve
yakmn akrabasi F. vesca f. semperflorens bitkilerine ait 168 birey 10 adet ISSR primeri
kullanllarak incelenmigtir. Mikrosatellit bolgelerinin  miktarma bagh olarak PCR-ISSR
uygulamasmmn gergeklestirilebilecegini, bu sayede genetik uzakhk analizi, genomik
parmak izi takibi ve genetik haritalandrma yapilabilecegi goriimiistiir.

Reddy wve ark. (2002), bitki sslahmda ISSR-PCR tekniginin nasil kullanilabilecegmi
incelemis ve sonug¢ olarak ISSR teknignin, SSR, AFLP ve RAPD tekniklerinin sahip
oldugu avantajlar1 barndirdig, hizh, ¢abuk ve giivenilir sonuglar veren bir teknik oldugu

kamsma varillmstir.

Fernandez ve ark. (2002), tarafindan gerceklestirilen bir baska c¢aligmada orijni bilinen
kiiltire arpa tiirleri lizerinde RAPD ve ISSR molekiiler belirtegleri kullamlarak DNA
polimorfizminin,  genotiplerinin  tanmmlanmasmmn  ve  genetikk  cesitliligin  incelenmesi
gerceklestirimistir.  Her iki teknign de yiiksek glivenirlilife sahip olmakla birlikte,
gozlenen bantlasma oranlart agismdan ISSR (%83) tekniginin RAPD (%63)’in Oniine
gectigi belirtimistir.  Buna ek olarak yiiriitilen izoenzim incelemesinde ise kullanilan
molekiiler belirteclerin %33 oraninda daha polimorfik oldugu goriimiistiir.

Carvalho ve ark. (2002), Brezlya’ya o6zgii 79 yerel misr ¢esidi arasmdaki genetik
cesitliligi incelemisti. PCR-ISSR  kullaniimas1 sonucu elde edilen 153 DNA parcasinmn
116 (%75.8)’smmn polimorfik oldugu ve bunlarm nusir cesitlerini genomik olarak 3 gruba
ayrmaya olanak sagladigi belirtilmistir.

Oliviera ve ark. (2010)’'nn musr hatlari kullandlarak —gergeklestirilen ¢ahsmasmnda
ozelliikle PCR-ISSR tekniginin uygulanma kosullar1 iizerinde durulmustur. Ozellikle
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yiksek baglanma sicakh@ saglandigi takdirde elde edilen bantlasmann daha basarih
oldugu one stiriilmtistiir.

do Amaral Jinior ve ark. (2011), 52 musrr hatt1 (49 musr hatti, 2 atasal hat, 1 yerel musr
cesidi) ile genetik cesitliligi incelemistir. 15 ISSR primeri kullanilarak elde edilen 137
bandmn 122 (%89.05)’sinin polimorfik oldugu ve onceki ¢ahsmalarla paralellik gosterdigi
belirtilmigtir.  Bantlasmann ~ sonucunda  genetk  benzerlklerine gore 9  grup
olusturulmustur. Sonuclar giincel misr hatlar1 ile atasal hatlar arasmdaki benzerlikleri ve
farkhiliklar1 gostermede ISSR tekniginin basarili oldugunu gostermistir.

Ramakrishnan ve ark. (2014), Hindistan’da yetistirilen 17 musr hattmmn genotipleri ele
alnarak bitki rejenerasyonunu incelemis ve genetik benzerlk analizlerini yapnuslardir.
ISSR belirtegleri  kullanillarak  genotipler —arasmdaki molekiiler varyans analizleri
gerceklestirimistir. Bu analizlerin sonucunda popiilasyon i¢i %93 ve popiilasyonlar arasi
%7 oraninda genetik varyans oldugu gorilmiistiir.

Lariepe ve ark. (2016), muswr parental hatlar1 arasmdaki genetik cesitliligi ve popiilasyon
yapisindaki degisimleri incelemistir. Bu c¢alismada 288 kendilenmis hattan elde edilen
hibrit musirlar  kullanlmis ve  SNP  teknigi uygulannustr. Bu  yontem ile birbirleriyle
iligkisi olmayan musr hatlari kullanlarak yeni hibritler elde edilebilecegi ve slah
cahsmalarmna farkh bir yaklasim saglanabilecegi one striilmiistiir.
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2. MATERYAL VE METOD

Bu ¢alismada Diinya genelindeki en 6nemli tahil mahsullerinden biri olan ve besin, lif ve
biyoyakit kaynagi olma 6zelliginden dolayr 6n plana ¢ikan musiwr (Zea mays L.) bitkisinin
bir varyetesi olan seker muswt varyetelerinin (Z. mays L. var. saccharata) genetik
cesitlik ve filogenetik acidan incelenmesi ama¢ edinimistir. Ulkemizde yaygm olarak
yetistirilen 10 tescilli seker musir1 varyetesinin (Z. mays L. var. saccharata) ISSR ve trnlL-
trnF molekiiler isaretleyicileri ile analizleri yapimistir. ISSR teknigi ile genetik cesitliligi
ve trnL-trnF dizileri ile filogenetik iliskileri ortaya c¢ikarlmaya cahsilmistir.

2.1. Deney Bitkilerinin Yetistirilmesi ve Yaprak Orneklerinin Alinmasi

Bu deney srasmda Merit, Moreland, Argos, Vega, Caramelo, Tanem, Hazar, Baron,
Overland, Batem Tath olmak iizere toplamda 10 tescili seker musit varyetesi
kullamnustr. Her varyeteden 5 tohumun ekimi gerceklestiriimistir. Bitki biiyiitme kabmni
sicakligt ve nemi ¢imlenmeye uygun degerlerde tutulmustur. Diizenli sulama yapimis ve
yeterli 15k almasi saglanmustr. Laboratuvar sartlarmda ekimi yapilan bitkilerin  3-4
haftalk fidelerinin gen¢ yapraklari, hassas tartida tartilarak almmus (0,05-1,00 gr),
etiketlenmis ve aliiminyum folyolara sarilarak, swi azot ile dondurularak daha sonra
kullanilmak tizere -80°C’de muhafaza edilmistir.

Sekil 2.1 Misrr bitkilerinin yetistirilmesi ve molekiiler analizlere hazirlanmasi.
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2.2. DNA izolasyonu

Bu cahsmada bitki 6rneklerinden DNA izolasyonunda CTAB (Cetyl trimethylammoniuum
bromide) izolasyon tamponu kullamimstr (Somma ve Querci, 2004). CTAB uygulmasi
belirli degisikliklerle birlkte Doyle (1987) ve Doyle (1990)’a gore uygulanmistir.

Sekil 2.2 (A) NanoQ DNA o6lglim cihazi, (B) WiseMix vortex cihaz, (C) Santrifiij cihaz.

DNA izolasyonu i¢in, yetistirilen bitki Orneklerinden taze olarak toplanip daha sonra
dondurulan yapraklar kullanilmustr. Bu islem icin  Oncelikle CTAB DNA izolasyon
tamponu hazirlanmistr. Tampon hazirlanrken, 5 gr CTAB, 5SM 70 ml NaCl, 0.5M 10ml
EDTA ve 1M 25ml Tris-HCI (pH:8) karstrimig ve 250 ml'ye kadar distile su ile
tamamlanmstr. Buffer 6nceden 65°C’ye kadar sitimugtr ve izolasyondan hemen Once
%0,2 (v/v) B-merkaptoetanol eklenmistir. Izolasyon su basamaklarda gerceklestiriimistir:

1. Mixer Mil MM 400 Homojenizator (Retsch GmbH., Diisseldorf, Almanya) ya da
havan ve tokmak yardmiyla 0,05-1,00 gr yaprak dokusu homojenize edilmistir.

2. Homojenize ediimis yaprak dokusu 2 ml'lk mikrosantrifij tiibline aktaribg ve
iizerine 800ul CTAB izolasyon tamponu ve 0.002 gr PVP eklenmistir. Tiip birkag kez
tersyiliz edilerek karistrilmstir.

3. Karism 65°C sicaklikta 60-90 dk siiresince inkiibe edimistir.

4. Karisma 800 pl of 24:1 Kloroform/Oktanol eklenerek aym sekilde birkag kez teryiiz
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edilerek karistrilmustir.

5. Karigim 13.000g devirde 10 dk siiresince santriftij edilmistir.

6. Yaklagik olarak 600 pl siipernatant temiz bir tiipe aktarilmistir.

7.300u 5M NaCl ve 600 pl sogutulmus %96 izopropanol karigima eklenmistir.

8. Karisim, DNA zincirleri goriiniir hale gelene kadar -20°C sicaklkta bekletilmistir.
9. Karism 10.000g devirde santrifiijlendikten sonra siipernatant bosaltlmistir.

10. Pelete %70 etanol eklenmis ve DNA’nin ¢oziimlenmesi saglamistir.

11.10.000 g devirde 3 dk siiresince santriftij yapimistir.

12. Basamak 10 ve 11 gerektigi kadar tekrar ediimistir.

13. 13.000g devir 3 dk’lik son santrifiijden sonra siipernatant bosaltilmistir.

14. Geriye kalan DNA peleti ¢eker ocakta hava ile kurutularak etanolden armdrilmustir.

15. Rehidrasyon igin 100l TE ya da distile su eklenerek izolasyon prosediirii
tamamlanmistir.

16. OPTIZEN NANO Q Spektrofotometre (Mecasys Corp., Gyeonggi-do, Giiney Kore)
kullanilarak dsDNA 6l¢iim modunda DNA konsantrasyonlar1 olgtilmiistiir.

17. Konsantrasyon Ol¢iimlerinden hemen sonra niikleaz icermeyen ultra saf su eklenerek

yaklagik 50 ng/ul son konsantrasyon degerlerine ulasilmustir.
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Sekil 2.3 Seker misr genotiplerinden DNA izolasyon siireci.

2.3. PCR Reaksiyonlan

PCR reaksiyonlarmm gergeklesebilmesi icin uygun kosullarda hazrlanmus bir  karism
kullaministr.  Bu  karigim  igerisine MgChb, reaksiyon tamponu, dNTP kargmi, Taq
polimeraz enzimi ve kalp DNA, ilgili primeler ve niikleaz icermeyen ultra saf su
eklenerek hazrlanmistr. Daha sonra Aeris Thermal Cycler Model G96 (Esco Micro Pte.
Ltd., Singapur) marka termal dongiileyici yardum ile ¢t7nl ve trnF intergenic ara ve ISSR
bolgelerinin ¢ogaltilmas1 saglanmustir.
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Sekil 2.4 Termal Dongiileyici (Thermal Cycler)

Tablo 2.1 PCR Reaksiyonlarinda Kullanilan Bilesenler ve Miktarlar

Reaksiyon Icerigi Miktar
Kalp DNA 50ng
Buffer (10X) 3ul
MgCh (25 mM) 3ul
dNTP Karismi (25 mM) 0.5ul
Taq DNA polimeraz (1ul/5U) 0.2ul (1U)
Primer (10mM) 1.5ul
Ultra Saf Su 16ul
TOPLAM 25ul

Deneylerimizde yukaridaki Tablo 2.1 de verilen igerikler kullamlarak PCR reaksiyonlar
gerceklestirimistir.  Uygulamanin  amacma uygun olarak primerlerin baglanma sicakhgy,
uzunlugu ve diger Ozelliklerine gore farkhliklar yapimustir.
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Tablo 2.2 PCR Reaksiyonlarinin Gergeklestigi Basamaklar

Basamak Sicakhk Siire
On - Denatiirasyon 94°C 5 dk
Denatiirasyon 94°C 60 sn

Primere Bagh Olarak
Baglanma 60 sn
Degiskenlik Gostermektedir.

Uzama 72°C 60 dk

Son — Uzama 72°C 7 dk

trnl ve trnF ntergenik ara bolgesi i¢in primerin baglanma sicakl@ 53°C olarak

belirlenmistir fakat dizileme igin en uygun olan bantlar 48°C‘de elde edilmistir.

Tablo 2.3 Kullanilan #rnL-F primerleri ve sekanslar1 (Sang ve ark., 1997).

Primer Sekans Baglanma Sicakhg1
trnL-F Forward | 5'-AAAATCGTGAAGGTTCAAGTC-3"
trnL-F Reverse | 5'-GATTTGAACTGGTGACACGAG-3’

53°C (48 °C)

Kullamlan ISSR primerleri daha onceki cahsmalar baz alnarak seciimistir (Nagaoka and
Ogihara 1997). ISSR molekiiler isaretleyiciler ile genomdaki genetik benzerlk igeren
bolgeler tespit edilerek gerekli analizlerden sonra genetik benzerlk derecesi

belirlenmistir.
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dizileri

Tablo 2.4 Kullanlan ISSR molekiiler isaretleyici primerlermin niikleotit

(Nagaoka and Ogihara 1997).
Primer DNA Dizisi
ISSR1 AGAGAGAGAGAGAGT
ISSR2 GAGAGAGAGAGAGAGAC
ISSR3 CACACACACACACACAA
ISSR4 CACACACACACACACAG
ISSRS GTGTGTGTGTGTGTGTC
ISSR6 TCTCTCTCTCTCTCTCC
ISSR7 ACACACACACACACACG
ISSR8 AGAGAGAGAGAGAGAGYA
ISSR9 CACACACACACACACARG
ISSR10 GTGTGTGTGTGTGTGTYA
ISSR11 ACACACACACACACACYT
ISSR12 GAGAGAGAGAGAGAGAYG
ISSR13 CCCTCCCTCCCTCCCT
ISSR14 ACTGACTGACTGACTG
ISSR15 CTCTCTCTCTCTCTCTRC

2.4. Elektroforez Uygulamalar:

Elektroforez uygulamalar1 i¢in agaroz jel hazrlanrken 100 ml TBE c¢ozeltisi i¢in 1,6 gr,
250 ml TBE c¢ozeltisi (Fisher Scientific, Massachusetts, Amerika) i¢cin ise 4 gr [1.6%

(m/v)] olacak sekilde agaroz (peqGOLD Universal Agarose,

VWR International,

Darmstadt, Almanya) kullanilmistr. Ayrica ¢ozeltiye 100 mI’de 2 ya da 250 mlP’de Sp
Etidiyum Bromiir (10mg/mL, MP Biomedicals, California, Amerika) eklenmistir. Jel
hazrlandiktan sonra elektroforez iglemi icin Power Supply CS-300V omniPAC MIDI
(Cleaver Scientific Ltd., Warwickshire Birlesik Krallk) giic kaynag kullamhstr. PCR

tiriinlerinin  agaroz jelde yiirlitme islemi ymne aym markaya ait olan tank

gerceklestirilmistir.
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Sekil 2.6 Cahsmada kullanilan jel goriintiileme cihazi

Uygulamann devaminda, her PCR iiriinii i¢n 6p’da 1p olacak sekilde, PCR iiriinleri
bromofenol mavisi ihtiva eden 6X DNA yikleme boyasi ile (Termo Fisher Scientific,
Massachusetts, Amerika) ile karstrimustr. Elektroforez uygulamasi biiylik boy jelde 90
V, 120 dk olacak sekilde uygulanmustr. UV transilliiminator (Vilber Lourmat, Collégien,
Fransa) ve UV transillimmator WiseUV WUV-L20 (Wisd - Witeg Laboratuvar
Ekipmanlari, Wertheim, Almanya) cihazlari kullamlarak elde edilen DNA bantlarmn
tespit edilmesi saglanmistir.
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Sekil 2.7 Agaroz jele DNA yiiklenmesi.
2.5 ISSR Veri Analizi

ISSR molekiiler belirtegleri ile ¢ogaltilan DNA pargalart varsa 1, yoksa O ile skorlanarak
kaydedilmistr. Bu DNA pargalarmdan temiz bir gorintiiye ve aywdedilebilirlige sahip
olan DNA bantlar1 veri kabul edimistir. Analizlerde MVSP. 3.22 ve POPGENE 1.32
(Yeh ve ark., 1999) yaziimlar1 kullanibustr. Bireyler arasindaki benzerlik matriksinin
olusturulmas1 Jaccard benzerlk indeksine gore saglanmustr. Genetik parametreler il
polimorfik lokiler (P), lokus basma diisen etkin alel sayist (Ne), gozlenen allellerin
yaklasik sayist (Na), Net'ye gore gen ¢esithligi (h), (Kimura, 1964) ve Shannon’a gore
bilgi indeksinin hesaplanmasi yapimistr. Principal Component Analysis (PCA) testi ile
bireyler arasmdaki ISSR iligkilerini temsil eden bir grafik olusturulmustur, buna ek olarak
belirte¢  verileri kullanllarak MVSP 3.2 programu ile varyant-kovaryant matriksi

hesaplanmistir.
2.6. Filogenetik Analizler

PCR isleminden sonra ilgii bantlarm gorintilenebiimesi i¢in parafin {izerinde, 1p 6X
DNA yiikleme boyast ve 3u PCR iiriinii karstrilarak %1,2’lik agaroz jele yiiklenmistir.
Geriye kalan 20-22p’luk PCR iirtinleri ise dizileme islemleri icin kullandnustr. Dizileme
islemini ise lontek Molekiiler Tam (Maslak, Istanbul, Tiirkiye) tarafindan hizmet ahmu
yoluyla gergeklestirilmistir.
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Dizilenmis DNA’lar analiz edilmis ve gerektiginde kisa ve yanhs oldugu belirlenen DNA
sekanslar1 elimine edilerek, dizileme siireci tekrar ediimistir. Elde edilen DNA dizleri
NCBI GenBank veri tabanma gonderilerek erisim numaralart temin edilmistir
(ncbinlm.nih.gov/genbank/). Birlesik filogenetik agaci elde etmek i¢in  kullandigimiz
diger tirlere ait frnl-trnF ara bolgesi dizileri niikleotid NCBI GenBank veri tabanmndan
elde edimistir.

Dizileme isleminden sonra elde edilen ve NCBI GenBank veri tabanindan elde edilmis
olan tiim ¢rnl-trnkF ara bolgesi dizileri ClustalW - BioEdit 7.2.5 (Hall, 1999; Larkin et al,
2007) yazhmmm varsaylan parametreleri kullandarak  hizalannustr  (allignment).
MEGA 6 yazlmu ile Maximum-Likelhood (ML) metodu (Tamura et al, 2013)
kullamlarak Tablo 2.8’da verilen parametreler ile filogenetik agaglar olusturulmustur.
Filogenetk agaclar 1000 Bootstrap degeriyle elde edilmistir. Maximum-Likelihood (ML)
metodu kullanilarak filogenetikk uzaklklar hesaplanmustr. BioEdit 7.2.5. ile sekanlama
tanmlama matriksinin, (%) G+C icerigi, Tajima notrliik testinin (Tajima, 1989) ve
korunarak kalan bdlgelerin hesaplanmasi gergeklesmistir.

Analysis
Analysis - —-—-—————————————————————— Fhylogeny Beconstruction
Statistical Method --——-----—---—— Maximum Likelihood
Phylogeny Test
Test of Phylogeny -——————————————— Bootstrap method
No. of Bootstrap Replicatiomns --- 1000
Substitution Model
Substitutions Type —————————————— Hucleoctide
Model /Method =-==——-———cececee——ee—— Tamura-Nei model
Rates and Patterns
Bates among Sites -————-—————————— Uniform rates
Data Subset to Use
Gaps/Missing Data Treatment ————— Tse all sites
Tree Inference Options
ML Heuristic Method ———-—————-—— Nearest-Neighbor-Interchange (HNI)
Initial Tree for ML ----—-——————-—-— Make initial tree automatically (Default - WJ/BicllJ)
Branch Swap Filter ———————————— Very Strong
Sy=stem BReacurce Usage

Sekil 2.8 Maximum-Likelhood (ML) filogenetik aga¢ kurulumunda kullanian

uyarlanmis parametreler
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3. BULGULAR ve TARTISMA

Bu cahsmada, Z. mays L. var. saccharata genotipleri icin swasiyla filogenetik iliskileri
analiz etmek icin trnL-trnF intergenik ara bolgesi dizileri ve genetik cesitligi analiz etmek
icinde ISSR molekiiler isaretleyicisine ait DNA bant verileri kullanilmigtir.

3.1. ISSR verileri

Bu ¢algmada 10 adet Z. mays L. var. saccharata genotipinde, 15 adet ISSR molekiiler
isaretleyici primeri uygulanmis ve 9 ISSR primer uygulamasinda elde edilen goriiniir ve
ayrt edilebilenler, analizlerde veri olarak kullammustr. PCR iglemlerinden elde edilen
irtinler agaroz jelde elektroforez isleminde yiiriitiilmiis daha sonra olusan aywt edilebilir
ve net gorlilen bantlar, varlg i¢in 1 yoklugu icin O olarak skorlanmustir.

Dokuz primerden toplam 75 lokus elde edilmistir. Primer basma ortalama lokus sayis1 8.3
olarak belirlenmistir. Bu lokuslarm biiyiikligii 200 ile 1500 bp arasmda degismektedir.
Tablo 3.1’de primer kodu, bu primerlerden elde edilen PCR firiinlerinin boyutu, elde
edilen toplam bant, homomorfik ve polimorfik bant sayis1 gosterilmistir.

Tablo 3.1 ISSR-PCR isleminde kullamlan ISSR primerleri ven DNA bantlarmmn cesith

Ozellik leri
Toplam Bant Sayisi
ISSR Bant .
No Primeri Kodu Biiyiikliigii (bp) Hde Polimorfizm
ya . Homomorfik | Polimorfik
edilen
1 ISSR 1 UBC807 350-1100 10 3 7
2 ISSR 2 | UBCS8I11 300-850 7 0 7
3 ISSR 3 | UBC817 300-900 9 0 9
4 ISSR 6 UBCS823 400-1000 7 0 7
5 ISSR 8 | UBC825 350-1100 2 4 »
7

6 ISSR 9 UBCR848 400-1300 10 2 8 °
7 ISSR 12 | UBC842 200-900 8 2 6
8 ISSR 14 | UBC829 250-700 11 6 5
9 ISSR 15 | UBC844 250-1500 7 3 4

Elde edilen bant say1si: 75 18 57
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Sekil 3.1’de ISSR1 primerinin uygulanmasi ile elde edilen bantlar Ormek olarak
gosterilmistir.

DNA Merit Moreland Argos Vega Caramelo  Tanem Hazar Baron  Overland Batem
Ladder tath

1000 gt
< . } —- ]
. ——
G
- -

-
500 —

400

Sekil 3.1 Seker musr genotiplerinde ISSRI1 primeri ile elde edilen ISSR bantlarmn

agaroz jeli gOriintlisti.

Popgene 32 yazlmu ile elde edilen genetik c¢esitlilik analizi sonuglar1 Tablo 3.2°de
gosterimistir. Gozlenen allel sayis1 (na), efektif allel sayist (ne), Nei (1973)’e gore gen
cesitlligi degeri (h) ve Shannon bilgi indeksi (I) degerleri hesaplanmistir.

Tablo 3.2 Tim Ilokuslari kapsayan ISSR bant wverilerinn, Popgene 32 yazihmiyla
degerlendirilmesiyle elde edilen genetik ¢esitlilik istatistik verileri.

Polimorfik
PPL (%) na ne h I
lokus sayisi
Ortalama 1.7600 | 1.4472 | 02626 | 0.3946
Sd 57 76
anda 04300 | 0.3680 0.1882 0.2620
sapma

PPL: polimorfik lokus yiizdesi, na: gdzlenen allel sayisi, ne: efektif allel sayis1 [Kimura and Crow (1964)],
h: Nei (1973)’e gore gen ¢esitliligi degeri, I: Shannon bilgi indeksi [Lewontin (1972)]

ISSR primerlerinin uygulanmasi sonucunda olusan bant verileri analiz ediimis ve toplam
57 adet lokusun polimorfizm gosterdigi goriilmiistiir. Polimorfizm yiizdesi (PPL) ise %76
olarak hesaplanmistr. GoOzlenen allel sayis1 (na) ortalama 1.76, efektif allel sayisi (ne)
ortalama 1.45 olarak belirlenmistir. Nei (1973)’e gore gen diversity degerinin (h) ise 0.26
oldugu tespit ediimistir. Shannon bilgi indeksi (I) 0.39 oldugu goriimiistir. Bu degerlere
gore Z. mays L. var. saccharata genotiplerinin genetik cesitliligin yliksek oldugu
gorilmiigtiir.
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Sekil 3.2 Z. mays L. var. saccharata genotiplerine ait MVSP 3.22 yazilinu ile elde edilmis
Principal Component Analysis (PCA) sonuglart. Eksen {izerindeki rakamlar PCA

skorlarmi, mavi liggenler genotipleri ve sar1 ¢emberler ana gruplar1 gostermektedir.

PCA grafik verileri incelendiginde (Sekil 3.2) ii¢ ana grup goriilmektedir. 1. grupta Baron,
Caramelo, Tanem, Batem tath ve Moreland genotipleri yer alrken, 2. grupta Hazar,
Merit, ve Overland genotipleri, 3. grubunda ise Vega ve Argos genotipleri yer almaktadir.
1. grup 5 genotip ile en biiylik grup iken 3. grup iki varyete ile en kiigiik gruptur. 3. grup
genotipleri olan Vega ve Argos diger genotiplerden ayrilarak en fazla farkhlasan

genotipler olmustur.
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3.2. Filogenetik analiz sonuclan

Bu calismada Z. mays L. var. saccharata varyeteleri arasmdaki filogenetik iligkileri ¢trnl-

trnF mtergenik ara bolgesi dizileri kullanilarak incelenmistir.

3.2.1. trnL-trnF intergenik Ara Bélgesi Dizileri

trnL-trnF intergenik ara bolgesi Tablo 2.7°te belirtilen primerler ile termal dongiileyici
lle c¢ogaltilarak 400-500 bp uzunlugunda amplikonlar elde edimistir. Elde edilen bu
iirtinler elektroforez isleminde agaroz jelde yiiriitiilmiis ve elde edilen DNA bantlar1 Sekil
3.2°de gosterilmistir. Goriintileme isleminden sonra elde edilen PCR drlinleri gerekli
islemler tamamlanarak dizileme islemine hazr hale getirilmistir. Dizileme islemi hizmet
alm yoluyla gerceklestirilmistir.

Merit Moreland Argos Vega Caramelo Tanem Hazar Baron Overland Batem 1000
tath

Sekil 3.3 Agaroz jelde seker muswr genotiplerinden elde edilen #rnl-trnkF intergenik ara
bolgesi bant goriintiisil.

Elde edilen ham trnL-trnF intergenik ara bolgesi dizileri diizenlenerek, kendi iclerinde
baz hizalama iglemine tabi tutulmustur (alignment). Elde edilen nihai trnl-trnF
intergenik ara bolgesine ait dizilermin uzunlugu 428 bp olarak belirlenmisti. Bu
asamadan sonra, elde edilen diziler NCBI GenBank veri bankasma gonderilerek her bir
dizi i¢cin erisim numarasi elde edimisti. Bu c¢ahgsmada elde edilen zrnL-trnF intergenik
ara bolgelerine ait dizilerimn NCBI GenBank erisim numaralar1 ve bazi ozellikleri Tablo
9’da gosterilmektedir.
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Tablo 3.3 Bu cahsmada seker musw1 genotiplerinden elde edilen trnl - trnF intergenik
ara bolgesi dizileri NCBI GenBank veri tabam erisim numaralar1 ve niikleotid icerikleri.

No | Gemwip | ] ™ | N
1 Merit 129 | 77 | 65 | 157 33.18 MF509755
2 Moreland 129 | 78 | 63 | 158 32.94 MF509756
3 Argos 130 | 75 | 63 | 160 32.24 MF509757
4 Vega 136 74 62 156 31.78 MF509758
5 Caramelo 131 | 76 | 65 | 156 32.94 MF509759
6 Tanem 133 70 66 159 31.78 MF509760
7 Hazar 131 76 64 157 32.71 MF509761
8 Baron 134 | 71 64 | 159 31.54 MF509762
9 Overland 129 77 63 158 32.71 MF509763
10 | Batem tath | 132 | 74 | 53 | 159 32.00 MF509764

Dizilerin tiimiinde 1. bazdan 364. baza kadar trnL-trnF mtergenik ara bolgesi, 365.
bazdan 428. baza kadar ise trnF geninin bir bolimiinii icerdigi tespit edilmistir. trnl-trnF
mtergenik ara bolgesi dizileri analiz edildiginde GC icerkklernin %32.00 ie 33.18
arasnda degistigi goriimiistiir. Mustapha ve ark. (2015) Prunus cinsi lyelerinde yaptigi
bir ¢ahsmada, trnl-trnF intergenik ara bolgesinin GC igerigini, bu calismanmn bulgularma
uyumlu olarak yaklasik %33.8 olarak tespit etmislerdir.

Elde edilen trnlL-trnF intergenik ara bolgesi dizileri, kapsama ve uyumu yiiksek dizilerin
belirlenmesi icin NCBI GenBank veri tabanmm niikleotid koleksiyonunda tarandi Bu
amagla NCBI'nn Temel Yerel Hizalama Arama Araci (BLASTn), "Highly similar
sequences (Megablast)" secenegi ile kullanilarak dizilerimize en yiiksek kapsama ve
benzerlige sahip olan diziler belirlendi. Her bir genotipe en c¢ok benzerlk gosteren iig

diziye ait erisin numarasi, kapsama ve benzerlik oranlar1 Tablo 3.4’te gosterilmistir.

Sonuglara gore, trnL-trnF tergenik ara dizilerine en ¢ok benzerlik gosteren diziler
srastyla erisim numaralart KU291447, KR873423 ve KR873421 olan Z. nicaraguensis,

Z. perennis ve Z. diploperennis bitkilerine ait kloroplast organeli DNA genomu
dizileridir.
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Tablo 3.4 NCBI GenBank veri tabanndan elde edilen Z. mays L. var. saccharata
genotiplerinin trnl-trnF dizileriyle oOrtiisen ik ii¢ dizinin ayrmtilar1.

Varyete Organizma Familya Nu&niliil:‘;l Ka([();]a)m . Bel(loer: ;lik
Z. nicaraguensis KU291447 92 99
Merit Z. perennis Poaceae | KR873423 92 99
Z. diploperennis KR873421 92 99
Z. nicaraguensis KU291447 96 99
Moreland Z. perennis Poaceae | KR873423 96 99
Z. diploperennis KR873421 96 99
Z. nicaraguensis KU291447 95 99
Argos Z. perennis Poaceae | KR873423 95 99
Z. diploperennis KR873421 95 99
Z. nicaraguensis KU291447 92 99
Vega Z. perennis Poaceae | KR873423 92 99
Z. diploperennis KR873421 92 99
Z. nicaraguensis KU291447 92 99
Caramel Z. perennis Poaceae | KR873423 92 99
Z. diploperennis KR873421 92 99
Z. nicaraguensis KU291447 92 99
Tanem Z. perennis Poaceae | KR873423 92 99
Z. diploperennis KR873421 92 99
Z. nicaraguensis KU291447 95 99
Hazar Z. perennis Poaceae | KR873423 95 99
Z. diploperennis KR873421 95 99
Z. nicaraguensis KU291447 93 99
Baron Z. perennis Poaceae | KR873423 93 99
Z. diploperennis KR873421 93 99
Z. nicaraguensis KU291447 92 99
Overland Z. perennis Poaceae | KR873423 92 99
Z. diploperennis KR873421 92 99
Z. nicaraguensis KU291447 92 99
Batem Tath Z. perennis Poaceae | KR873423 92 99
Z. diploperennis KR873421 92 99

Bu calismada elde ettigimiz trnl-trnF mtergenik ara dizileri kullamlarak Z. mays L. var.
saccharata genotiplerinin kendi i¢cinde filogenetik iliskilerini analiz edildi ve filogenetik
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agac olusturuldu (Sekil 3.4).

5 Argos

5% Batem Tatli

Al alt grubu

Caramelo
Ment

Hazar A2 alt grubu
42— Overland
Vega

74

77 ———— Tanem B Grubu
T Baron

Sekil 3.4 trnl-trnF tergenik ara bolgesi dizileri kullamlarak olusturulan filogenetik
agac. Filogenetik aga¢, MEGAG6 yazilmu kullamlarak 1000 bootstrap degeri ile
Maksimum Likelihood yontemi kullanilarak {iretilmistir.

Z. mays L. var. saccharata genotiplerinin filogenetik agactaki dagilmma bakildiginda; A
ve B olarak adlandmilan iki ana grubun olusutugu; Moreland, Argos, Batem tath ve
Caramelo genotipleri A; alt grubunda; Merit, Hazar ve Overland genotipleri A> alt
grubunda; Vega, Tanem ve Baron genotipleri ise B grubunda yeraldig goriilmiistir. B
grubunda 77 ile en yiksek bootstrap degeri gozlenmistir. En diisiik bootstrap degeri ise
A1 alt grubunda 56 olarak tespit edilmistir.

trnL-trnF mtergenik ara bolgesi dizileriyle elde ettigimiz filogenetik agaci, ISSR bant
verilerinden elde ettigimiz PCA grafk verileriyle karsilastrdigimizda filogenetik agagta
A1 grubunda yer alan Argos ve B grubunda yer alan Vega genotipleri, diger grup
tyelerinden ayrilarak PCA grafiginde 3. grubu olusturmustur. Filogenetk agacm A1 ve
B grubundaki diger genotipler ise PCA analiznde 1. grupta yer almustr. Filogenetik
agacm Az grubu, PCA verilerne gore 2. grubu olusturmus ve iki analiz arasmda tam
uyum gostermistir.

Bu sonuglara gbre bu Z. mays L. var. saccharata genotiplerinin filogenetik ayrminda
kullandigmiz trnL-trnF ntergenik ara bolgesi dizileri normal seviyede bir benzerlk
ortaya koymustur. Bu benzerligin, ilgili bdlgenn korunmus bir bolge olmast ve bu
genotiplerin ortak ya da benzer bir atadan islah yoluyla elde edimesi gibi nedenlerden
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kaynaklanmis olabilir.

Bu calismada elde edilen trnL-trnF mntergenik ara bolgesi dizilerini NCBI GenBank veri
tabanndan alnan aym ve diger ftirlere ait trnL-trnF ntergenik ara dizileriyle
kargilagtrmak icin birlesik aga¢ olusturulmustur. Bu amagla 31 adet trnl-trnF ntergenik
ara bolgesi dizilermi iceren DNA dizisi almarak, bu c¢ahsmada elde edilen dizleriyle
beraber toplam 41 dizi kullamlmis ve ML metoduyla birlesik filogenetk agac
olusturulmustur.  NCBI GenBank veri tabanndan alnan dizlerin erisim numaralari
filogenetik agac tizerinde belirtilmistir.

(GQ384722 Fragana vesca (Rosaceae)
(GQ384788 Rosa canina (Rosaceae)
KM036979 Rubus canescens (Rosaceae)
AB204876 Pyrus pyrifolia (Rosaceae)
HQ244096 Prunus persica (Rosaceae)
KF547657 Arabis hirsuta (Brassicaceas)
AB670037 Brassica ol (Brassi !
AB670035 Brassica rapa (Brassicaceae)
KPT747816 Beta vulgaris (Chenopodiaceae)
KC549648 Capsicum hunziker: (Sol

KP236706 Convolwlus igneus (Solanales) 7 AGrUbu

82| |
94 KP236639 Ipomoea sinensis (Solanales)

i—.msusas Papaver somniferum (Papaveraceae)

L AB617680 R lus repens (R
KC91745 Gossypium h (Mah
EF606871 Glycymhi lensis (F

[
AY935785 Glycine max (Fabaceae)
88
‘W[: AY077929 Phaseolus vulgaris (Fabaceae)
|_ FJ613503 Galactia texana (Fabaceae)
100 JNB73532 Populus balsamifera (Salicaceae)
KME86563 Cannabis sativa (Cannabaceae)

100 KRE06727 Abies recurvata (Finaceae)
KT222882 Pinus krempfii (Pinales)
L E KY468489 Junip (Cup ) Bl Alt Gmbu

AY083069 Taxus baccata (Cupressaceae) )
— HQ619339 Hordeum wlgare (Poaceae)

% L AY528940 Festuca multinodis (Poaceas)

Tanem
Baron
s Vega
Ment
Hazar
Overland
Argos
Badem Tatli
Moreland

B2 Alt Grubu

Caramelo
EF541259 Zea mays subsp. pamiglumis isolate Z1(Poaceae)
EF541265 Zea mays subsp. panviglumis isolate Z7}(Poaceae)

EF541263 Zea mays subsp. paniglumis isolate Z5(Poaceae)

EF541267 Zea mays subsp. paniglumis isolate ZalPuaceae)

Sekil 3.5 trnL-trnF intergenik ara bolgesi dizilerinin Z. mays L. var. saccharata ve NCBI
GenBank veri tabanndan alman diger bitki tiirleri ile birlesik filogenetik agaci Sart kiime
(B grubu), bu calismadan elde edilen #rnl - trnF intergenik ara bdolgesi dizilerini iceren
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filogenetik grubu gostermektedir.

Elde edilen sonuglara gore, bu calsmada elde edilen ve NCBI GenBank veri tabanindan
alman genotipler iki ana grup olusturmustur. Bu gruplar krmuzi renkle gosterilen A grubu
ve sart renkle gosterilen B grubu olarak adlandmrilmistr. A grubu, Rosaceae,
Brassicaceae, Fabaceae, Solanaceae, vb. gibi 6nemli dikotil familyalarmm bir araya
gelmesiyle olusmustur. B Grubu ise kozalakh ve monokotil bitki familyalarmm bir araya
gelmesiyle; B1 ve Bz alt gruplan olarak adlandrilan iki adet alt gruptan olustugu

gozlenmistir.

B alt grubunda Abies, Pinus, Juniperus ve Taxus gbi kozalakl bitki tiirleri bir araya
gelerek bir alt grup olarak ayrilnustr. B: alt grubu ise Poaceae familyasma ait iiyelerden
olusmustur. B> alt grubunda Hordeum vulgare, Festuca multinodis ve bu g¢aligmanmn
konusu olan Z. mays genotiplerinden olusmaktadwr. Z. mays L. var. saccharata genotipleri
ve NCBI GenBank veri tabanndan elde edilen Z. mays subsp. parviglumis genotipleri Bz
grubunda %80 bootstrap degeriyle bir araya gelmislerdir. Olusturulan iki filogenetik agac
incelendiginde, bu c¢ahsmada incelenen Z. mays L. var. saccharata genotiplerinin iki

filogenetik agacta benzer sekilde dagihim gosterdigi gdzlemlenmistir.

Bootstrap degerlerine bakildiginda ise Bi alt grubu 99, B alt grubunun 98 bootstrap
degerleriyle bir araya gelmigti. B1 ve Bz alt gruplart 99 bootstrap degerleriyle bir araya
gelerek B grubunu olusturmustur. Bu sonuglara gore, trnl-trnF ntergenik ara bdlgesine
ait dizilerin, incelenen genotipleri tiir ici ve tiirler aras1 diizeyde aymt edebimede etkili
bir bolge oldugu ileri siirlilebilir. Birlesik agagta olusan gruplar tiirler arasi seviyede
ayrisim gostermistir.

Moeller ve ark. (2007)’nin yaptig1 bir cahsmada Z. mays subsp. parviglumis bitkisinde
gorililen niikleotid polimorfizminin, populasyon yapisi etkilerini inceleyen, tir icinde
yapillan bir ¢aligma ile ortaya konulmustur. Bu cahsmada Z. mays ssp. parviglumis
bitkisinden elde edilen bes cekirdek genomu ve iki kloroplast genomu DNA bdlgesi
analiz edimistir. Bu bdlgelerden trnl-trnF  intergenik ara bolgesi dizileri kloroplast
genomundan elde edilerek dizileme islemi yapimustr. Moeller ve ark. (2007)
cahsmasinda elde edilen baz trnL-trnF intergenik ara bolgesi dizileri ile bu cahsmada
elde edilen trnL-trnF intergenik ara bolgesi dizileri ile yiiksek benzerlik gostererek
birlesik agacta B> alt grubunda bir araya gelmistir.
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4. SONUC

Bu caksmada Z. mays L. var. saccharata genotipleri ISSR molekiiler isaretleyicileri ve

trnL-trnF intergenik ara bolge dizileri kullanlarak analiz edilmisti. Bu genotiplerin

genetik cesitlligi ISSR  molekiiler isaretleyicileri; filogenetik iliskileri ise trnL-trnF

mtergenik ara bolge dizileri kullanilarak analiz edilmistir.

Bu analizlere gore;

a)

b)

c)

d)

ISSR  molekiiler Dbelirtegleri seker musr varyetelerinin  genetik  ¢esitlilik
analizlerinde (%76 polimorfizm) etkili sonuglar vermistir.

ISSR verisi, yapilan PCA analizleri sonucunda seker misir varyetelerinin
genotipik olarak ayrimasma katki saglanmustr. Bu analize gore en fazla farkllasan
genotipler Vega ve Argos olarak belirlenmistir.

Z. mays L. var. saccharata genotipleri kendi aralarmda iki filogenetik gruba
ayrilmuslardr. Buna gére Vega, Baron ve Tanem genotipleri diger genotiplerden
ayrilarak B grubunda toplanmislardir.

Z. mays L. var. saccharata genotiplerinin olusturdugu filogenetik gruplarm
bootstrap degerleri genotipler arasmda benzerligin normal seviyede bir benzerlik
gosterdigine isaret etmektedir.

trnL-trnF mtergenik ara bolgesinin, birlesik filogenetik agacta incelenen
genotipleri benzer ve diger bitki gruplarmdan ayrmada etkili oldugu goriilmiistiir.

Sonuglara gore, ISSR molekiiler belirtecleri ve kloroplast t7nL-trnF mntergenik ara bolgesi

genetik caligmalarda Z. mays var. L. saccharata genotiplerinin genetik analizlerinde
kullanilabilecek, etkili genetik araclar oldugu one siirtilebilir.
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