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OZET

YUKSEK LiSANS TEZI

KENDILENMIS AT DiSi MISIR HATLARINDA GENETIK CESITLILiGIiN
SSR VE ISSR MARKORLERI ILE BELIRLENMESI

Mehmet Akif YASAR

Selcuk Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii
Tarla Bitkileri Anabilim Dah

Damisman: Do¢. Dr. Mustafa YORGANCILAR
2019, 44 Sayfa

Jiiri
Prof. Dr. Siileyman SOYLU
Dog¢. Dr. Mustafa YORGANCILAR
Dr. Ogr. Uyesi Ali Tevfik UNCU

Bu aragtirmada 38 adet saf hat misir hattinin (Zea mays L. indentata Sturt.) genetik gesitliligi
SSR ve ISSR markérleri kullanilarak belirlenmistir. Calismada 20 adet SSR ve 20 adet ISSR markéri
tim hatlar tizerinde denenmis olup, SSR markorlerinden 11 tanesi polimorfik 6zellik gosterirken 9 tanesi
monomorfik 6zellik gostermistir. ISSR markérlerinde ise 17 tanesi polimorfik 6zellik gosterirken 3 tanesi
monomorfik 6zellik gdstermistir. SSR markérleri kullanilarak yapilan calismada 40 adet allel retilmis
olup lokus basina diisen allel sayis1 2-4 arasinda deger alirken her bir SSR lokusu basina ortalama 3.3
allel saptanmistir. ISSR markdrleri kullanilarak yapilan ¢alismada 97 adet allel iiretilmis olup, lokus
bagina diigen allel sayis1 2-8 arasinda deger alirken, her bir ISSR lokusu bagina diisen allel sayis1 5.7
olarak saptanmustir. Calismada PBI (Polimorfik bilgi icerigi) degeri SSR markérleri icin 0.51-0.92
arasinda degisirken, ISSR markérleri i¢in 0.28-.072 arasinda degismistir. Caligmada kullanilan 38 adet at
disi muisir hattinin UPGMA analizi ile her iki markdr sistemi igin ayri ayri filogenetik agag¢ olusturulmus
olup, genellikle 3 ana grupta toplanmakla birlikte incelenen biitiin hatlar her iki markér tipinde de belirgin
bir sekilde birbirinden ayrilmistir. Hibrit misir 1slahinda yiiksek verim ve kalitenin temelini heterosis
kavrami olusturmaktadir. Heterosisin etkin bir sekilde kullanilmasi, melezlemede kullanilan saf hatlara ait
genetik cesitliligin bilinmesi ile miimkiin olmaktadir. Yiiksek verimli hibrit misir elde etmek igin
olusturulan saf hatlar1 arasindaki genetik ¢esitliligin fazla olmasi, ayni oranda verim artis1 saglamaktadir.

Anahtar Kelimeler: Misir, Genetik cesitlilik, Molekiiler markér, SSR, ISSR



ABSTRACT

MS THESIS

DETERMINATION OF GENETIC DIVERSITY WITH SSR AND ISSR
MARKERS IN DENT CORN INBRED LINES

Mehmet Akif YASAR

THE GRADUATE SCHOOL OF NATURAL AND APPLIED SCIENCE OF
SELCUK UNIVERSITY
THE DEGREE OF MASTER OF SCIENCE IN FIELD CROPS DEPARTMENT

Advisor: Assoc. Prof. Dr. Mustafa YORGANCILAR
2019, 44 Pages

Jury
Prof. Dr. Siileman SOYLU
Assoc. Prof. Dr. Mustafa YORGANCILAR
Asst. Prof. Dr. Ali Tevfik UNCU

In this study, genetic diversity of 38 pure maize lines (Zea mays L. indentata Sturt.) was
determined by using SSR and ISSR markers. In this study, 20 SSR and 20 ISSR markers were tested on
all lines. 11 of the SSR markers showed polymorphic properties while 9 showed monomorphic properties.
In ISSR markers, 17 showed polymorphic properties and 3 showed monomorphic properties. In the study
using SSR markers, 40 alleles were produced and the number of alleles per locus was between 2-4, with
an average of 3.3 alleles per SSR locus. In this study, 97 alleles were produced by using ISSR markers,
the number of alleles per locus was between 2-8 and the number of alleles per each ISSR locus was 5.7.
In the study, PBI (Polymorphic information content) value ranged from 0.51-0.92 for SSR markers to
0.28-0.72 for ISSR markers. UPGMA analysis of 38 dent corn lines used in the study, phylogenetic trees
were formed separately for both marker systems. The concept of heterosis is the basis of high yield and
quality in hybrid corn breeding. The effective use of heterosis is possible by knowing the genetic
diversity of the pure lines used in hybridization. The high genetic diversity between the pure lines for
obtaining high yield hybrid maize yields the same increase in yield.

Keywords: Zea mays, Genetic variation, Molecular marker, SSR, ISSR



ONSOZ

Diinya niifusunun hizli bir sekilde artis gostermesi ve buna bagli olarak besin
maddesi ihtiyaci, sanayide liriin eldesin de gerekli hammadde ihtiyaci gibi nedenlerle
muisir iiretimine olan talep siirekli olarak artis gostermektedir. Bu artisin yaninda iklim
kosullarinin degismesi, hastalik ve zararli popiilasyonlarin artis gostermesi diinya
lizerinde iiretimi siirlandiracak etmenleri olusturmaktadir. Bu sinirlarin asilmasi;
ekstrem iklim kosullarina dayanikli, yiiksek verim potansiyeline sahip, hastalik ve
zararlhilara dayanikli yeni hibrit misir gesitlerinin gelistirilmesi ile miimkiin olacaktir.
Yeni hibrit misir ¢esitlerinin gelistirilmesi ise; elde var olan popiilasyonda ki genetik
yapinin bilinmesi, buna bagli olarak olusturulacak basarili melez kombinasyonlar1 ve
kaliteli bir 1slah programinin yiiriitiilmesi ile miimkiin olmaktadir.

Yapmis oldugum bu calismada benden bilgi ve tecriibelerini esirgemeyen,
stirekli yol gosteren, degerli vakitlerini benimle paylasan danisman hocam Dog. Dr.
Mustafa YORGANCILAR’a, takildigim her noktada beni kurtaran, bilgi ve
tecriibelerini hi¢ esirgemeyen Dr. Ogr. Uyesi Emine ATALAY a tesekkiirii bir borg
bilirim. Ayrica ¢alismamda kullandigim materyalin temini konusunda destek olan Bahri
Dagdas Uluslararast Tarimsal Arastirma Enstitiisii personeli Ziraat Yiiksek Miihendisi
Mehmet TEZEL’e, ¢alismamda yardim ve desteklerini esirgemeyen, ¢alismamin her
aninda yanimda olan Ziraat Miithendisi Mustafa UYSAL’ a, Ziraat Miihendisi Ayhan
AYDOGDU’ ya, Ziraat Teknikeri Esra ARSLANTAS’a, ve beni bu giinlere getiren
maddi ve manevi desteklerini hi¢ esirgemeyen anne ve babama sonsuz tesekkiirlerimi
sunarim.

Yasamim boyunca her asamada oldugu gibi tez calismam siiresince de bana
desteklerini, dualarini ve yardimlarini esirgemeyen degerli babam Adil YASAR’a,
annem Fatma YASAR’a ve kardeslerime sevgilerimi ve en igten sonsuz tesekkiirlerimi
sunuyorum.

Mehmet Akif YASAR
KONYA-2019
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Simgeler

C: Santigrat Derece

CIMMYT: The International Maize and Wheat Improvement Center ( Uluslararasi
Misir ve Bugday Gelistirme Merkezi)

dk: dakika

DNA: Deoksiriboniikleikasit

g: gram

ha: hektar

kg: kilogram

mg: miligram

ml: mililitre

pl: mikrolitre

mM: milimetre

pM: mikrometre

n: kromozom Sayisi

ng: nanogram

PCA: Principle Component Analysis (Temel bilesen analizi)

PIC: Polimorphic information content (PBi=Polimorfik bilgi icerigi)
PVP: Plant variety protection (Bitki ¢esitlerini koruma)

rpm: dakikadaki devir sayist

RRS: Resiprok tekrarlanan seleksiyon

SS: Stiff Stalk

SSR: Simple Sequense Repeats (Basit dizi tekrarlari)

TBE: Tris-Borik Asit-EDTA

UPGMA: Unweighted Pair-Group Method With Arithmetical Averages (Agirliksiz ¢ift
drup metodu ile aritletik ortalamalar)

US: United State (Amerika Birlesik Devletleri)

UV: mor otesi

V: volt



1. GIRIS

Misir, hem insan hem hayvan beslenmesinde hem de endiistride genis kullanim
alan1 bulan bugday ve c¢eltikten sonra en fazla tarimi yapilan 6nemli ve stratejik bir
bitkidir. Icerdigi zengin besin maddeleri acisindan insan beslenmesinde kullanilmasinin
yani sira, nisasta, yag, glikoz ve yem sanayisinde hammadde olarak kullanilmaktadir.
Diinya niifusunun hizla artmasi, endiistride farkli iirlinlerin elde edilmesi i¢in gerekli
hammadde ihtiyacinin artmasindan dolayr misira olan talep hizli bir sekilde artig
gostermektedir. Ulkemiz misir iiretimi danelik ve yesil hasat olarak toplam 11 253 140
dekar ekim alanina sahip olup, toplam musir ekilen alanin 6 390 844 dekarini danelik, 4
862 296 dekarini yesil hasat edilen alan olusturmustur. Danelik olarak hasat edilen iiriin
miktar 5 900 000 ton olurken, yesil hasat edilen miktar ise 23 373 725 ton olarak rapor
edilmistir (TUIK, 2017). Diinya genelinde ise, danelik olarak ekilen alan 187 959 116
hektar, toplam tiretim 1 060 107 470 ton olarak rapor edilmistir (FAO, 2016).

Maisir, binlerce yildan beri tarim1 yapilan birkag ender bitkiden biridir. ABD’nin
New Mexico eyaletinde yapilan arkeolojik kazilarda bulunan misir tane ve koganlarinin
yaklagik 5000 yillik oldugu tespit edilmistir. Taksonomik simniflandirma igerisinde
Teosinte yabani bir bitki olup musirin yakin akrabasi olarak bilinir. Teosinte
Guetamala’da ve Meksika’da dogal bir bitki olarak bulunur ve endemik bitkiler arasinda
yer alir. Bundan dolayr misirin orijininin Meksika oldugu da diisiiniilmektedir. Hem
musir hem de Teosinte Zea (2n=20, 40 x=10)cinsine ait bitkilerdir (Wilkes, 1966).
Bugiine kadar misirin orijin ve tarihine iligskin kesin bir bilgi elde edilememekle birlikte,
cesitli teoriler halen giiniimiizde tartisilmaktadir. Ancak yapilan tiim arkeolojik
kazilardan elde edilen veriler sonucunda musir bitkisinin 8000 ile 10000 yillik bir

gecmise sahip oldugunu gostermektedir.

Misir, bugdaygiller (Poacea) familyasina ait tek c¢enekli bir bitkidir.
Bugdaygiller igerisinde ¢iceklenme bicimi bakimindan diger tlirlerden farklilik
gostermektedir. Cicekleri monoik yapida olup erkek ve disi ¢icek ayni bitki {izerinde
farkli yerlerde bulunmaktadir. Misir, 2n=20 kromozoma sahip diploid bir bitkidir.
Misir, deniz seviyesi ile 3000 metreye kadar olan yiiksekliklerde diinya’nin farkl

bolgelerinde ve ayrica bir¢ok toprak tipinde tarimi yapilabilmektedir.



Diinya {izerinde endiistride Onemli yere sahip, farkli iiriin gruplarina
doniistiiriilmesi miimkiin olan misirin ekonomik 6nemi giin gectik¢e artmaktadir. Bu
hizl1 gelismeye paralel olarak misir {iretimine olan talep giderek artmaktadir. Iklim
kosullarinin degismesi, kullanilan kimyasal ilaglara karsi hastaliklarin ve zararlilarin
bagisiklik kazanmasi, misir iiretiminde istenilen verim artisin1 saglamak {izere siirekli
olarak yeni hibrit ¢esitlerin piyasaya siiriilmesi gerekmektedir. Bu talebin karsilanmasi
ise ancak etkili ve sonu¢ odakli yiiriitiilen 1slah programlarinin uygulanmasi ile miimkiin

olmaktadir.

Tiirkiye’de melez misir ¢alismalarina 1950 yilinda baslanmis olup, baslangigta
FAO kanaliyla ABD’den getirtilen ¢ok sayida melez misir Tiirkiye’nin misir tarimi
yapilan ¢esitli ekolojik bolgelerinde denemeye alinmis, bu arada yurt i¢cinden ve yurt
disindan temin edilen materyal ile kendileme calismalar1 baslatilmistir. Melez misir
1slahmin esasini teskil eden kendilenmis hatlarin elde edilmesi g¢aligmalarina da hiz

verilmistir (Arikoglu, 1979).

Hibrit misir 1slahinda istenilen verim artisini saglamanin temelini melez
azmanlig1 denilen heterosis kavrami olusturmaktadir. ilk kez 1914 yilinda arastirmaci
Shull tarafindan ele alinan heterosis kavramui, iki saf misir hattinin melezlenmesi sonucu
olusan F1 bitkisinin ebeveynlerinden yiiksek verim potansiyeli gostermesidir. Bu
sebepten dolay hibrit misir 1slahinin ana noktasi; verim potansiyelini arttiracak, ekstrem
iklim kosullarinda hayatin1 devam ettirebilen, hastaliklara dayanimi yiiksek olan saf
hatlarin gelistirilmesi ve bu hatlar arasinda ki heterosisi tespit etmektir. Tim bu
durumlar klasik 1slah metotlariyla istenilen diizeyde amacima ulasmis, yeni hibrit
cesitlerin gelistirilmesinde molekiiler genetik teknikler biiyiik fayda saglamistir. Gelisen
teknoloji ile birlikte yeni {irlinlerin gelistirilmesinde yaratict girisimlerde bulunan

molekiiler 1slah, yeni bir alan olusturmustur (Peleman ve Voort, 2003).

Hibrit misir 1slahinda klasik metotlarla belli bir asamaya gelinmis, istenilen
Ozelliklerde yeni genotiplerin olusturulmasi noktasinda molekiiler teknikler 1slah¢ilara
biiyiik avantajlar saglamistir. Hibrit misir 1slahinin temelini olusturan heterosisi tespit
etmek, melezlemede kullanilan saf hatlarin genetik iliskilerinin bilinmesi ile miimkiin
olmaktadir. Bu noktada molekiiler tekniklerden yararlanilarak yapilan genetik yakinlik-
uzaklik c¢alismalart ile melezlemede kullanilacak saf hatlar arasindaki genetik iligkiyi

ortaya koymaktadir. Herhangi bir gen havuzunda genetik c¢esitliligin bilinmesi,
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olusturulacak olan 1slah programinda gerekli olan 6n kosuldur. Hibrit ¢esit 1slahinda
elde bulunan mevcut materyalin birbirleri ile olan genetik iligkilerinin bilinmesi 1slah
programinin etkinligine onemli derece katki saglamaktadir. Ozellikle misir gen havuzu
icinde genetik ¢esitlilik ¢alismalar1 ¢ok yogun bir sekilde kullanilmis ve kullanilmaya
devam edilmektedir. Ornegin, Amerika Birlesik Devletleri ticari melez hibrit
cesitlerinin orijini, acik tozlanan “Reid” ve “Lancaster” isimli iki popiilasyondan elde

edilen saf hatlarin melezlerine dayanmaktadir (Comertpay, 2008).

Molekiiler teknikler kullanilarak yapilan genetik ¢esitlilik caligmalar1 hatlar
arasindaki farkliligi ortaya koymakta ve 1slah programlarinda ki varyasyonun
arttirtlmasina katki saglamaktadir. Hatlarin birbirlerine olan genetik uzaklig1 ne kadar
fazla ise ortaya ¢ikacak varyasyon o kadar fazla olmaktadir. Varyasyonun fazla olmasi
istenilen sekilde seleksiyon yapilmasini ve islah programinin basariya ulagsma sansini
arttirmaktadir. Misir  saf hatlarinin  heterojenite gruplarinin  belirlenmesi 1slah
programlarinda biiylik 6neme sahiptir. Molekiiler teknikler kullanilarak hatlarin
heterojenite gruplarina gore ana baba gruplarina ayrilmasi, yeni popiilasyonlarin
olusturulmas1 ve basarili hibrit kombinasyonlarinin olusturulmasina olanak saglamakta
bu sekilde 1slah programinin verimliligi artmaktadir. Genetik cesitliligin
degerlendirilmesi 1slah¢ilar tarafindan alternatif bir seleksiyon metodu olarak
kullanilmakta, bu durum ise mevcut gen kaynaginin gruplar halinde diizenlenmesine
yardimct  olmaktadir. Tiim bu verilerden yararlanilarak {imit var hibrit

kombinasyonlarinin yapilmasini miimkiin kilmaktadir (Souza ve ark., 2008).

Yapilan bu ¢alisma, bitki genomunda fazla miktarda bulunan, tiniform dagilim
gosteren SSR markorleri ve yiiksek polimorfik o6zellige sahip ISSR markdrleri
kullanilarak hatlarin birbirleriyle olan genetik iligkilerini tespit etmek amaciyla
yiirlitiilmistiir. Calisma sonucunda elde edilecek verilerden yararlanilarak mevcut
bulunan saf hatlarmin filogenetik haritasinin  ¢ikartilmasi, genetik yakinlik-
uzakliklarinin tespit edilmesi ve bu verilerin 1slah programinda kullanilabilmesi
hedeflenmistir. Molekiiler markorler yolu ile hatlar arasindaki genetik iligkinin
belirlenmesi ile heterosis 06zelligi gosterebilecek hatlarin melez kombinasyonlar
olusturularak yiiksek verimli hibritlerin meydana getirilmesi ve hibrit misir 1slahinda

basar1 sansinin artmasina olanak saglamasi ¢alismanin 6nemini ortaya koymaktadir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI

Molekiiler markorler bitkiler aleminde genetik materyalin karakterizasyonu,
genetik tanilama, transformantlarin karakterize edilmesi ve filogenetik analizlerde
yaygin bir bi¢gimde kullanilmaktadir (Rafalski ve ark., 1996). Genetik cesitlilik
caligmalarinda yaygin olarak RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA), AFLP
(Amplified Fragment Length Polymorphism), SSR (Simple Sequence Repeat), ISSR
(Inter Simple Sequence Repeat), ve SNP (Single Niicleotide Polymorphism) gibi DNA

markor teknikleri kullanilmaktadir.

Genetik ¢esitliligi  belirleme c¢alismalarinda farkli  molekiiler teknikler
kullanilmasina ragmen, SSR markdrleri misir hakkinda daha detayli bilgi verdigi igin
tercih edilmektedir. SSR markdrleri misir bitkisinde baglilik ve QTL haritalarinin
cikarilmasi, genetik cesitliligin saptanmasi ve muisir bitkisinin evrimsel gelisimi
tizerinde yapilan galismalarda yogun olarak kullaniimistir. Molekiiler yontemlerden
SSR markorleri kullanilarak 264 misir ve misirin atasi olan tiirler yapilan analizlerde,
musirin Z. mays ssp parviglumis tiiriinden geldigi ve yaklasik 9000 y1l 6nce Meksika’nin
glineyinde kiiltiire alindig1 tespit edilmistir (Matsuoka ve ark., 2002). SSR markorleri
lokusa 0zgii olmalari, yiiksek bilgi igerigine sahip olmalar1 nedeniyle en ¢ok tercih
edilen molekiiler markdrlerdendir. Ayrica SSR’lar bitki genomun oldukca fazla ve

tiniform bir dagilim gosterirler (Roder ve ark., 1995).

Molekiiler markor, kalitimi giivenilir sekilde belirlenebilen, bir protein ve DNA
degiskenidir. Misir 1slah ¢aligmalarinda molekiiler markorlerin kullanilmasi, morfolojik
degerlendirmeler ile karsilastirildiginda hem hatlar arasindaki genetik yakinlik-
uzakliklarin belirlenmesi, genetik kaynaklarin etkin bir sekilde kullanilmasi1 ve
muhafazasi, bakimindan bitkinin DNA’ s1 diizeyine kadar inerek etkin ve giivenilir bir

sonug vermektedir (Jones ve ark., 1997).

ISSR yontemi; bitki tiirlerinin genom kapsamlarinin tiirler i¢i ya da tiirler arasi
olarak tahmin edilmesinde basariyla kullanilmig bir yontemdir. Ayrica yontem genom
haritalanmasinda dogrudan kullanilamamasina karsin RFLP ve SSR markdr sistemlerini
desteklemesi  sebebiyle 1slahta, markore dayali segilimde, karakterizasyon

caligmalarinda, filogenetik akrabaliklarin  belirlenmesi gibi genis bir alanda



kullanilmaktadir. Ayrica tiirlere veya genlere ya da bolgelere 6zgii ISSR primerleri de

bulunmaktadir (Reddy ve ark., 2002).

Hibrit misir 1slahinda yiiksek verim ve kalitenin temelini heterosis kavrami
olusturmaktadir. Heterosisin etkin bir sekilde kullanilmasi, melezlemede kullanilan saf
hatlara ait genetik ¢esitliligin bilinmesi ile miimkiin olmaktadir. Hibrit misir elde etmek
icin olusturulan saf hatlar1 arasindaki genetik ¢esitliligin fazla olmasi, ayni oranda verim
artiglarin1  saglayarak genetik c¢esitliligin  muhafaza edilmesini giivenli hale
getirmektedir. Islah programlar1 igerisinde elit saf hatlardan tiiretilen egzotik gen
kaynaklarinin genetik ¢esitliligi arttirdigr goriilmiistiir (Glover ve ark., 2005). Mevcut
elit materyallerin melezlenmesinden tiiretilen yeni hatlar ve varyeteler, tiim diinyadaki
misir gen kaynaklarmin daralmasina neden olmustur. Diger tiim iriinlerde de aym
durum s6z konusudur. Misir bitkisinin gen kaynaklarinin daralmasi, gelecekteki hastalik
kontrolii, patojenler ve agronomik faaliyetler gibi 1slah programlarina yeni katkilarin

olusma esnekligini yavasglatmakta ve ¢ikmaza sokmaktadir (Goodman, 1999).

Farkli bitki tiirlerinde genetik cesitlilik analizleri, 1slah programlarinda ¢ok
onemli bir unsurdur ve o tilirlerin genetik zenginligi hakkinda bilgi saglanmasina
yardimct olur. Genetik farklilik ve farklilik seviyelerinin dogru degerlendirilmesi;
yapilacak olan seleksiyonlar i¢in maksimum genetik c¢esitlilik ile soylarin aile
kombinasyonlarinda saglayacagi acilmanin tanimlanmasi, mevcut genetik tabandaki
genetik ¢esitlilik, cesitli gen kaynaklarindaki genlerden istenen hibritlesmenin
saglanabilmesi ve bunun gibi uygulamalar1 igeren 1slah programlarinda hayati 6neme
sahiptir. Saf hatlar arasindaki genetik iliskinin bilinmesi; 6zellikle melezlemelerin
planlanmasinda, hatlarin 6zel heterotik gruplarinin belirlenmesinde, bitki ¢esitliliginin
korunmasinda ve hatlarin tam teshisinde ¢ok 6nemlidir (Mohammadi ve Prasanna,
2003).

Misir  bitkisinde yapilan genetik ¢esitlilik ¢alismalar1 1slah programlarin
basarisinda kilit rolii oynar. Farkli markdr teknolojilerinin gelistirilmesi, farkl bitkilerde
DNA seviyesinin dogru incelenmesini ve degerlendirilmesini saglar. SSR markorleri,
yiiksek diizeyde polimorfik yapr igeren misir genotiplerinin, otomatik sistemler
tarafindan analizlerinin yliksek dogruluk ve tekrarlanabilirlikte yapilmasma olanak

saglamaktadir (Reif ve ark., 2003).



Warburton ve ark. (2001); 57 saf hat iizerinde yaptiklart ¢alismada, yiliksek
oranda yakin kardes hatlar haricinde pedigrilerinin agik bir sekilde dizi olusturmadigini
gormiislerdir. Molekiiler markorlerin ilerleyen yillarda hibrit 1slah programlarinda iki
ayr1 heterotik grup olusturmak i¢in kullanilacaginmi Ongérmiisler ve maksimum
uzakliktaki iki heterotik grupta yer alan bireyler melezlendiginde olusan hibritin

maksimum seviyede heterosis gosterecegini ifade etmislerdir.

Enoki ve ark. (2002); Japonya’nin soguk kosullarina adaptasyon saglamis 51
adet misir hatt1 ile Amerika, Kanada ve Avrupa’ dan temin ettikleri 14 misir hatti
arasindaki genetik farkliligi ortaya koymak icin toplam 60 adet SSR markori
kullanmiglardir. Calismada 433 allel iiretilmis olup, lokus basina diisen allel sayis1 2-7
arasinda degiskenlik gostemistir. Kullanilan hatlar arasindaki uzaklik degerinin ise 0.25-
0,85 arasinda oldugu belirtilmistir. Arastirmacilar; hibrit misir 1slahinda, 1slah
materyalleri arasindaki iligki ve bu materyaller arasinda ki genetik farkliliklar hakkinda

bil sahibi olunmasinin zorunlu hale geldigini ifade etmislerdir.

Warburton ve ark. (2002); tarafindan ile 7 adet CIMMY T populasyonu ve 57 saf
hat tlizerinde 85 SSR markorleri kullanilarak genetik cesitlilik ¢alismasi yapilmaistir.
Kullanilan 85 adet SSR markoriinden 53 tanesinin polimorfizm gosterdigi ve

gelecekteki rutin DNA parmak izi ¢alismalarinda kullanilabilecegini bildirmislerdir.

Valdemar P. Carvalho. ve ark. (2002); Brezilya’da 79 adet yerel ve iki gelismis
misir ¢esidi arasindaki genetik cesitliligi belirlemede 9 ISSR primeri kullanmislardir.
Calismada 153 adet bant tiretilirken, 116 adet polimorfik bant elde edilmistir. UPGMA
analizi sonucunda popiilasyon 3 ana gruba ayrilmistir. Sonug olarak ISSR markdrlerinin

genetik varyasyona hizli bir sekilde erismek icin kullanilabilecegini gostermistir.

Barcaccia ve ark. (2003); 84 SSR ve 53 ISSR markorlerini kullanarak yaptiklart
calismada, 10 misir popiilasyonunda 253 farkli birey kullanmislardir. SSR lokusu
basina 23 allel iiretilirken, ortalama allel sayist 6.99 olmustur. ISSR lokusu basia 17
allel iiretilirken ortalama allel sayis1 1.34 olmustur. Popiilasyon i¢indeki ve arasindaki
ortalama genetik benzerlik katsayilar1 SSR markérleri i¢in sirastyla 0.269 ve 0.217,
ISSR markorleri igin ise 0.591 ve 0.564 olarak hesaplanmistir. Sonug olarak popiilasyon
icerisinde yiliksek oranda c¢esitlilik olmasina ragmen, genotiplerin ayni bélgeye ait

oldugu tespit edilmistir.



Li ve ark. (2004); 56 adet popcorn ve 21 adet misir hattinda 113 SSR markoérlerii
kullanarak genetik farkliligi belirlemeye calismislardir. 56 popcorn misir hattinin;
toplam 306 allel tirettigini, allel sayisinin 1-3 arasinda degistigini ve allel ortalamasinin
2.71 oldugunu, 21 misir hattinin ise 414 allel irettigini, allel sayisinin 1-9 arasinda

degistigini, ortalama allel sayisinin 3.66 oldugunu bulmuslardir.

Beyene ve ark. (2005); 20 SSR markorii kullanarak 62 adet saf misir hatti
arasinda genetik farklilig1 belirlemeye caligmislardir. Arastirma sonucunda toplam 98
allel iiretilmis olup, allel sayilar1 3 ile 10 arasinda degisim gostermistir. Lokus basina
diisen ortalama allel sayis1 4.9, PIC degeri ise 0.06 ile 0.76 arasinda degismis, ortalama
PIC degeri 0.61 olarak bulunmustur.

Comertpay (2008); 20 adet agik tozlanan Tiirk yerel misir popiilasyonlarinin, 13
adet morfolojik o6zellik ve 13 adet SSR markorii kullanarak genetik ¢esitliligi
belirlemeye calismistir. Morfolojik ozelliklere ait varyans analizi sonrasinda
popiilasyonlar arasinda 6nemli farklilik ve fenotipik ¢esitliligin oldugunu tespit etmistir.
Kullanilan 13 adet SSR markdrii polimorfik 6zellik gdstermis ve toplamda 53 adet allel
tretilmistir. Lokus basina ortalama allel sayist1 4.03 iken allel sayis1 2-5 arasinda
degisiklik gostermistr. Molekiiler verilerlerden elde edilen analiz sonucuna gore yerel
misir poplilasyonlart iki ana gruba ayrilmistir. Sonug olarak agik tozlanan yerel misir
popiilasyonlarinin, misir 1slah programlart i¢in gerekli materyali saglamak acisindan

zengin genetik ¢esitlilige sahip oldugu sonucuna varmistir.

Pabendon ve ark. (2009); 34 musir saf hattinda 30 SSR markir1 kullanarak
yaptiklar1 ¢calismada toplam 133 allelde, lokus basina 2-8 allel diistiiglinii ve ortalama
her bir lokustaki allel sayisin1 4.5, PIC degerinin 0.22-0.80 arasinda ve ortalama PIC
degerinin 0.60 oldugunu tespit etmiglerdir. Misir hatlar1 arasindaki genetik uzaklik
degerinin 0.23-0.83 katsayilar1 arasinda degistigini, ortalama degerin ise 0.53 oldugunu
bildirmislerdir. Yiiksek verim potansiyeline sahip olan yeni hibrit misir ¢esitlerinin elde
edilebilmesi icin farkli heterotik gruplardaki popiilasyonlara ihtiya¢ oldugunu dile

getirmislerdir.

Leal ve ark. (2010); 9 SSR markorii kullanarak 10 adet kendilenmis saf cin misir
hatt1 arasinda ki genetik farklilig1 belirlemek iizere yaptiklari ¢alismada, elde edilen 127
banttan 104 tanesini polimorfik olarak belirlemislerdir. Sonug¢ olarak fenotipik

varyasyon genetik farklilik ile pozitif yonde iligkili olmakla birlikte, ¢evre faktorlerine



de baghdir. Bu nedenden dolayi; saf hatlar ve popiilasyonlar arasindaki genetik

cesitliligin belirlenmesi 1slah programlart i¢in zorunludur.

Trindade ve ark. (2010); S6 generasyonunda bulunan 8 farkli germplasm bireyi
iceren cin musir hatlarii SSR markoérleri kullanarak degerlendirmislerdir. Yapilan
calismada 51 tane primer kullanilmis olup, bunlardan 15 tanesi polimorfik 6zellik
gostermistir. Toplamda 45 allel iiretilmis olup, lokus basiba 1-4 allel diismiistiir. Hatlar
arasindaki yapilacak olan melezlemerde digerlerine oranla daha yiiksek heterozigot
Ozellik gosterebilecek olan hatlar1 belirlemislerdir. Aileler arasinda genetik yakinlik
uzaklik hakkinda bilgi sahibi olunabilmesi ve en fazla heterozigotluk gosteren hibrit
kombinasyonunun 6nceden tahmin edilebilmesi i¢in genetik cesitlilik c¢alismalarinin

olduk¢a 6nem arz ettigini bildirmislerdir.

Zeybekoglu (2012); 96 adet atdisi misir hattinin (Zea mays L. indentata Sturt.)
SSR molekiiler markdrleri ile genetik cesitliligi belirlemeye ¢aligmistir. Aragtirmada 26
tane SSR primeri uygulanmis olup, 22 tane primerin polimorfik oldugu
gbzlemlenmistir. Yapilan calisma sonucunda 70 adet allel iiretilmis olup, lokus basina
diisen allel sayis1 2-4 arasinda degerler almis ve ortalama her bir SSR lokusu basina
2.69 allel saptanmistir. Bu arastirmada PIC (Polimorphic information content) degeri
0.04- 0.43 arasinda degismis olup, ortalama PIC degeri 0.29 olarak bulunmustur.
Arastirmada kullanilan misir hatlarimin 2 grup olusturdugu goézlemlenmis olup aym
zamanda hatlar arasindaki genetik uzaklik degerinin 0.56-1.00 katsayilar1 arasinda

oldugu ve ortalama degerin 0.78 oldugu tespit edilmistir.

Lenka ve ark. (2015); 49 musir hattinin genetik ¢esitliligini 12 ISSR primeri
kullanarak belirlemislerdir. Toplamda 78 adet allel {iretilirken, primer basina diisen allel
sayist 6.5 olmustur. Hatlar arasinda ki benzerlik indeksi ise 0.3-0.9 arasinda degisiklik
gosterirken ortalama benzerlik indeksi 0.393 olarak tespit edilmistir. Sonug¢ olarak
yiiksek heterosis 6zelligi gosteren hibrit 1slahi i¢in elde var olan genetik ¢esitliligin

bilinmesi gerekmektedir.

Salami ve ark. (2016); Benin’de yetistirilen 233 musir ¢esidinde genetik
cesitliligi belirleme ¢alismasinda 3 SSR primeri kullanmistir. Toplamda 227 adet bant
iiretilmis ve benzerlik katsayis1 0.51 olarak tespit edilmistir. SSR markérleri igin PIC

degeri 0.58-0.81 arasinda deger alirken ortalama 0.71 olarak tespit edilmistir. UPGMA



analizi sonrasinda Benin’de yetistirilen misir c¢esitlerinin 4 ana gruba ayrildigi

gorilmiistir.

Santos ve ark. (2017); Meksika’da 16 misir popiilasyonunun genetik yapisini ve
cesitliligini belirlemede 6 ISSR markorii kullanmistir ve toplamda %100 polimorfizm
gosteren 69 adet allel iiretilmistir. Yapilan calisma sonrasinda popiilasyonun 2 ana

gruba ayrildigini bildirmislerdir.

Oztiirk ve ark. (2017); 35 adet saf cin misir hattinin genetik ¢esitliligini 34 adet
morfolojik 6zellik ve 21 adet SSR primeri kullanarak incelemisler. Calismada kullanilan
21 adet SSR primerinden 13 adedi polimorfik bulunmustur. Morfolojik ve molekiiler
veriler kullanilarak hatlarin birbirine olan genetik uzakliklar1 hesaplanmis ve
dendogram olusturulmustur. Morfolojik goézlem verilerin gére hatlar 2 temel 4 ana
grubuna ayrilirken, molekiiler verilere gore 2 temel 5 ana gruba ayrilmistir. Sonug
olarak morfolojik ve molekiiler verilerin birlikte degerlendirilmesi gerektigini

bildirmigleridir.

Langade ve ark. (2017); 10 saf musir hattin genetik cesitliligi belirlemede 25 adet
SSR primeri kullanmuslaridir. Yapilan calismada PIC degeri 0.42-0.50 arasinda
degismis olup, ortalama PIC degeri 0.42 olarak tespit edilmistir. Calismada kullanilan
primerlerin misir yag icerigi belirmede QTL sahip oldugunu ve bu primerlerin misir
hatlarinda yiiksek yag icerigini tahmin etme noktasinda markor destekli seleksiyon

calismalarinda kullanilabilecegini bildirmislerdir.

Vivodik ve ark. (2017); Avrupa kokenli 40 misir gentoipinde 10 adet SSR
primeri kullanarak cesitler arasinda ki genetik farkliligi belirlemeye calismiglardir.
Yapilan calismada 65 adet allel {iiretilmis olup, lokus basina ortalama 6.50 allel
tiretilmigtir. PIC degeri 0.713-0.848 arasinda deger almistir. UPGMA analiz metedou

kullanilarak elde edilen dengodramda misir genotipleri 4 ana gruba ayrilmigtir.

Dar ve ark. (2018); 10 farkli misir popilasyonunda 17 ISSR primeri kullanarak
yaptiklar1 calismada, 108 allel elde edilmis ve ortalama primer basina 6.35 allel
hesaplanmistir. Kullanilan primerler %72.2 genel polimorfizm yiizdesiyle polimorfik
bulunmustur. Genetik ¢esitlilik indeksi ise 0.26 olarak hesaplanmistir. Kiime analizi

sonucu 10 popiilasyonun farkli oldugu ve yiiksek oranda genetik ¢esitlilige sahip oldugu



goriilmiis, elit genotipler ile melezlenerek yeni ¢esit ve kombinasyonlarin

olusturulabilecegi bildirilmistir.

Sathua ve ark. (2018); 25 saf musir hattinda 40 SSR primerinden 2 kullanarak
yaptiklar1 ¢alismada, 70 adet allel iiretmistir. PIC degeri 0.286-0.966 arasinda
degismekte olup, ortalama 0.736 olarak hesaplanmistir. UPGMA analizi sonrasinda
olusturulan dendogramda hatlar iki ana gruba ayrilmistir. Kullanilan hatlar arasinda
yeterli ¢esitlilik bulundugunu ve yeni heterotik hibritlerin gelistirilmesinde faydali

olacagini belirtmislerdir.



3. MATERYAL VE METOT
3.1. Materyal

Yapilan bu c¢alismada materyal olarak Bahri Dagdas Uluslararasi Tarimsal
Arastirma Enstitiisii tilkesel musir 1slah programlarindan elde edilmis S7 kademesinde
38 adet saf at disi (Zea mays L. indentata Sturt.) misir hattt kullanilmistir. Calismada

kullanilan saf hatlar Cizelge 3.1°de verilmistir.

Cizelge 3.1. Arasgtirmada Kullanilan Materyal Listesi

Sira No Hat Adi  Kademesi  Sira No Hat Adi  Kademesi

1 BDK 1 S7 20 BDK 20 S7
2 BDK 2 S7 21 BDK 21 S7
3 BDK 3 S7 22 BDK 22 S7
4 BDK 4 S7 23 BDK 23 S7
5 BDK 5 S7 24 BDK 24 S7
6 BDK 6 S7 25 BDK 25 S7
7 BDK 7 S7 26 BDK 26 S7
8 BDK 8 S7 27 BDK 27 S7
9 BDK 9 S7 28 BDK 28 S7
10 BDK 10 S7 29 BDK 29 S7
11 BDK 11 S7 30 BDK 30 S7
12 BDK 12 S7 31 BDK 31 S7
13 BDK 13 S7 32 BDK 32 S7
14 BDK 14 S7 33 BDK 33 S7
15 BDK 15 S7 34 BDK 34 S7
16 BDK 16 S7 35 BDK 35 S7
17 BDK 17 S7 36 BDK 36 S7
18 BDK 18 S7 37 BDK 37 S7
19 BDK 19 S7 38 BDK 38 S7

38 adet misir hattin ait genetik cesitliligi belirleme ¢aligmasinda 20 adet SSR
(Simple Sequence Repeat) ve 20 adet ISSR (Inter Simple Sequence Repeat) primeri
kullanilmis olup, misir genomunun temsil edilebilmesi i¢in her kromozoma ait iki adet
SSR primeri http:/www.maizegdb.org/ web sitesinden, (Comertpay, 2008); Trindade ve
ark. (2010); Zeybekoglu (2012) tarafindan misir molekiiler karakterizasyon
calismalarinda kullanilmig ve basarili bulunan SSR primerleri (Cizelge 3.2.)

kullanilmistir.



Cizelge 3.2. Aragtirmada Kullanilan SSR Primerlerin Listesi

Sira

No Primer Forward Reverse

1 umc1363 TGTTTAAGTGTTGGCAGAAAGCAA TCTCCCTCCCCTGTACATGAATTA
2 phi094 AAAGAGGAGGAACGCGAAGGAC TCACATCCTGGCGGTCACCA

3 umcl1185 AGTAAAAGAGGCAAGGACTACGGC GCGGCGATATATACGAGGTTGT

4 umc1003 AATAGATTGAATAAGACGTTGCCC TGTTCCAATGCTTTTGTACCTCTA
5 bnlg1447 GAGAGGAGAGGCTGAGCTGA TCCTCCCACTGAATTTCCAC

6 umcl1266 CACAGGTAAAAGTAAACGCACACG CTCGTCATTTTCAACGTCCTCTTT
7 umcl759 GTGAGGAGAGGAGACGGAGAGAG GAAGCTCCTGTGGAACGTGTG

8 bnlg2291 CCTCTCGATGTTCTGAAGCC GTCATAACCTTGCCTCCCAA

9 umc1019 CCAGCCATGTCTTCTCGTTCTT AAACAAAGCACCATCAATTCGG
10 umcl1225 CTAGCTCCGTGTGAGTGAGTGAGT TTCCTTCTTTCTTTCCTGTGCAAC
11 umc1859 ATATACATGTGAGCTGGTTGCCCT GCATGCTATTACCAATCTCCAGGT
12 umc2059 GGAAAAGGAGGAACAGTGTAAGCA AGCGTGATCAGACGTACAATGCTA
13 phi034 TAGCGACAGGATGGCCTCTTCT GGGGAGCACGCCTTCGTTCT

14 umcl015 CAGACACAAGCAGCAAAGCAAG TCCGACTCCAAGAAGAGGAGAA
15 umc1904 CAGCCACTCGTTTATGGAGGTTTA TGTTACTAGTCGATCTGATGCCCA
16 umc1460 GCTCAATCGTAGTAACAGCAGCAG TCTGCACTAGAATGGCTTGGTACA
17 umc1040 CATTCACTCTCTTGCCAACTTGA AGTAAGAGTGGGATATTCTGGGAGTT
18 umc1492 GAGACCCAACCAAAACTAATAATCTCTT CTGCTGCAGACCATTTGAAATAAC
19 umcl1582 AGATTACGTAGCCACGCTTATTCG GTGCGTGTGAGAGTGATATCGAG
20 umc2122 TTGACAAGCTAGTGTGCAACTGTG TGAAAGCCCACTGGACAAACTAAT

Kullanilan ISSR primerleri (Cizelge 3.3.); Domenyuk ve ark. (2002); (Galvan ve

ark., 2003); Osipova ve ark. (2003) tarafindan yapilan ISSR ¢alismalarindan se¢ilmistir.

Cizelge 3.3. Arastirmada Kullanilan ISSR Primerlerin Listesi

Sl\llroa Primer Dizi Bilgisi GC Orani (%)
1 M1 5-AGCAGCAGCAGCAGCAGCG-3' 68,4
2 M2 5-ACCACCACCACCACCACCG-3 68,4
3 M3 5- AGCAGCAGCAGCAGCAGCC-3' 68,4
4 M4 5'- CACACACACACACACACACAC-3' 52,4
5 M5 5'- GAGAGAGAGAGAGAGAGAC-3' 52,6
6 M6 5- GTCACCACCACCACCACCACCAC-3' 65,2
7 M7 5'- AGAGAGAGAGAGAGAGAGC- 3 52,6
8 M8 5- ACACACACACACACACACG-3' 52,6
9 M9 5- ACACACACACACACACCG-3' 55,6
10 M10 5- ACACACACACACACACCY-Wobbles-3' 52,8
11 M11 5- CACCACCACCACCAC-3 66,7
12 M13 5- CACACACACACARG-3' 53,6
13 M14 5-CACACACACACARY-Woobles-3' 50,0
14 M15 5-CACACACACACACACAAG-3 50,0
15 M16 5'-CACACACACACACACAGC-3' 55,6
16 F1 5-GAGCAACAACAACAACAA-3 38,9
17 F2 5-CTCGTGTGTGTGTGTGTGT-3' 52,6
18 F3 5-AGAGAGAGAGAGAGAGCG-3' 55,6
19 F5 5-AGAGAGAGAGAGAGAG-3' 50,0
20 F6 5'-CCACCACCACCACCA-3' 66,7
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http://www.maizegdb.org/data_center/primer?id=248688
http://www.maizegdb.org/data_center/primer?id=248689
http://www.maizegdb.org/data_center/primer?id=111733
http://www.maizegdb.org/data_center/primer?id=111734
http://www.maizegdb.org/data_center/primer?id=235280
http://www.maizegdb.org/data_center/primer?id=235281
http://www.maizegdb.org/data_center/primer?id=167233
http://www.maizegdb.org/data_center/primer?id=167234
http://www.maizegdb.org/data_center/primer?id=171304
http://www.maizegdb.org/data_center/primer?id=171305
http://www.maizegdb.org/data_center/primer?id=246229
http://www.maizegdb.org/data_center/primer?id=246230
http://www.maizegdb.org/data_center/primer?id=292624
http://www.maizegdb.org/data_center/primer?id=292625
http://www.maizegdb.org/data_center/primer?id=171638
http://www.maizegdb.org/data_center/primer?id=171639
http://www.maizegdb.org/data_center/primer?id=167273
http://www.maizegdb.org/data_center/primer?id=167274
http://www.maizegdb.org/data_center/primer?id=242198
http://www.maizegdb.org/data_center/primer?id=242199
http://www.maizegdb.org/data_center/primer?id=301618
http://www.maizegdb.org/data_center/primer?id=301619
http://www.maizegdb.org/data_center/primer?id=309153
http://www.maizegdb.org/data_center/primer?id=309154
http://www.maizegdb.org/data_center/primer?id=111671
http://www.maizegdb.org/data_center/primer?id=111672
http://www.maizegdb.org/data_center/primer?id=167265
http://www.maizegdb.org/data_center/primer?id=167266
http://www.maizegdb.org/data_center/primer?id=301753
http://www.maizegdb.org/data_center/primer?id=301754
http://www.maizegdb.org/data_center/primer?id=256457
http://www.maizegdb.org/data_center/primer?id=256458
http://www.maizegdb.org/data_center/primer?id=193892
http://www.maizegdb.org/data_center/primer?id=193893
http://www.maizegdb.org/data_center/primer?id=272897
http://www.maizegdb.org/data_center/primer?id=272898
http://www.maizegdb.org/data_center/primer?id=273168
http://www.maizegdb.org/data_center/primer?id=273168
http://www.maizegdb.org/data_center/primer?id=484960
http://www.maizegdb.org/data_center/primer?id=484961

3.2. Metod
3.2.1. Bitkilerin yetistirilmesi

Calismada kullanilan musir hatlar1 Beta Ziraat ve Ticaret A.S.” ye ait Bursa
Yenisehir tesislerinde bulunan; aydinlik sicaklik degerinin 29 °C, karanhik sicaklik
degerinin 25 °C olan, 14 saat 1400 watt 151k siddetine gore ayarlanmig iklim odasinda
kontrollii olarak yetistirilmesi saglanmigtir (Brown, 2009). Misir bitkileri gercek 3-4
yaprakli forma gelene kadar bu sartlar altinda yetistirilmistir (Sekil 3.1).

Sekil 3.1. iklim Odasinda Yetistirilmis Olan ve Ornek Aliacak Bitkilerin Genel Gériintiisii

3.2.2. DNA izolasyonu

Bitki genomik DNA izolasyonu Doyle ve Doyle (1990) CTAB (hexa decyltri
methyl ammonium bromide) metodundan uyarlanan bir metodla, her bir hatt1 temsilen 5
farkli bitkiye ait taze yapraklar kullanilarak her bitki i¢in ayr1 ayr1 DNA izolasyonu
yapilmigtir (Stewart ve Via, 1993). Bitki genomik DNA izolasyonunun asamalari
asagida verilmistir.

v Geng musir yapraklari 100 mg (0.1g) tartilarak igerisinde 0.3 mm ¢apinda celik

bilye bulunan 2.5 ml steril eppendorf tiipler igerisine alinmistir (Sekil 3.2).

v' Daha sonra tiipler igerisine 1000 pl CTAB+ pB-mercaptoethanol (%2 -
mercaptoethanol) ¢ozeltisi eklenerek doku homojenizatoriinde parcalama islemi

yapilmistir (Sekil 3.3).

11



Sekil 3.2. Bitki Dokularinin Par¢alanmasi Sekil 3.3. Parcalama Sonrast Goriintii

v’ Pargalama isleminden sonra tiipler 4000-5000 rpm’de kisa siireli short spin
yapilarak kapak agilinca homejenatin tiipten disar1 dagilmasi engellenir.
Ardindan tiiplere 5 pl RNaseA ilave edilerek 65 °C’de 35 dk calkalayici
inkiibatorde inkiibasyona tabi tutulmustur (Sekil 3.4).

Sekil 3.4. Inkiibasyon Islemi

v Inkiibasyonun ardindan tiipler +4 ‘C’de 10000 rpm’de 5 dk santrifiij edilerek
kat1 s1v1 faz ayrimi saglanmistir (Sekil 3.5)

v Santrifiij edilen tiiplerin iizerinde olusan sivi fazdan otomatik pipetman
yardimiyla 600 ul alinarak yeni steril 2.5 ml’ lik eppendorf santrifiij tiiplerine
aktarilmistir (Sekil 3.6)

v Yeni tiiplere alinan 6rneklere 600 pl Fenol kloroform izoamilalkol (25:24:1)

ilave edilerek 3-4 sn vorteks yapilarak iyice karismasi saglanir (Sekil 3.7)
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Sekil 3.5. Santrifiiriij Islemi Sekil 3.6. S1vi Fazin Alinmasi Sekil 3.7. Fenol Eklemesi

A:l‘n‘l. .- -

v Ardindan 6rnekler 13000 rpm’de santrifiije tabi tutulup kati sivi faz ayrimu
saglanir ve santrifiij sonrasinda listte bulunan seffaf sivi fazdan 600 pl ¢ekilerek
yeni 1.5 mI’lik eppendorf tiiplere alinmistir (Sekil 3.8).

v Yeni tiiplere alinan oOrnekler tizerine 0.6 hacimde (360 ul) oda sicakliginda
bulunan izopropanol ilave edilmistir. Tiipler hafif bir sekilde alt st edilip 10 dk
buz lizerinde bekletilmistir (Sekil 3.9).

Sekil 3.8. Fenol Sonrasi Kati-Sivi Faz Ayrinu Sekil 3.9. izopropanol Eklenmesi

v' Buzdan alinan Ornekler 13000 rpm’de 10 dk santrifiij edilmistir. Santrifiij
sonrasinda tiiplerin dip kisminda DNA peleti gozlenmistir (Sekil 3.10).
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Sekil 3.10. Santrifiiriij Sonrast DNA Pelet Olugumu

Dipte olusan DNA peleti diisiiriilmeden izopropanol dokiiliip, DNA peletini
yikamak i¢in -20°C’de bekletilmis 1000 pul %70 etanol ilave edilerek tiipler hafif
calkalanmustir.

Daha sonra ornekler 15000 rpm’de 5 dk santrifiij yapilip, santrifiij sonrasinda
tipler icerisinde ki etanol DNA peleti disiiriilmeden dokiilmiistiir. Tiip
icerisindeki etanoliin tamamen uzaklagmasi igin tiiplerin kapaklari agik bir
sekilde 45°C’de 1-2 dk kurumasi saglanmistir.

Etanoliin tamamen uzaklastigindan emin olduktan sonra tiiplere 100 pl steril saf
su eklenip, tlipler bir gece +4 °C bekletilerek DNA peletinin ¢6ziilmesi
saglanmstir.

Izolasyonu yapilan &rneklerin DNA miktar ve kalitesinin belirlenmesi icin

spektrofotometre ile Sl¢lim yapilmistir.

3.2.3. DNA konsantrasyonu ve safliklarimin belirlenmesi

PCR’a dayali molekiiler genetik ¢alismalarda DNA miktar1 ve safligi oldukca

onem arz eder. Bu yiizden DNA izolasyonu yapilan her 6rnegin saflifin1 ve miktarini

belirlemek amaciyla spektrofotometre (NanoDropl1000) cihazinda ¢esitli dalga

boylarinda okumalar yapilmistir (Sekil 3.11). 260 nm dalga boyunda niikleik asitler,

280 nm dalga boyunda proteinlerin miktar1 tespit edilir. Niikleik asitlerin saflig1 oran

hesaplamasi ile ayirt etmek miimkiindiir. 260/280 orani niikleik asitlerin safligini
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belirlemede kullanilir ve saf DNA yaklasik 1.7-1.9 degerini vermelidir. 230 nm dalga
boyunda ise ortamda bulunan aromatik bilesenler, peptitler, karbonhidratlar ve fenoller
gibi maddelerle kontaminasyonunu gosterir. Saf 6rneklerde 260/230 oran1 2’den biiyiik

olmalidir.

Sekil 3.11. Spektrofotometre Cihazinda DNA Miktar1 ve Kalite Tayini

DNA izolasyonu yapilan tiim hatlarin okuma degerlerine gére DNA
konsantrasyonlar1 25 ng/ul olacak sekilde diliisyon hesaplamalar1 yapilmistir. Tim
ornekler i¢in hesaplanan DNA miktarlar1 yeni tiiplere (1.5 ml lik eppendorf tiip)
aktarilmig, toplam hacim steril saf su ile 100 pl’ye tamamlanarak DNA
konsantrasyonlari esitlenmis ve bu sekilde tiim hatlardan 25 ng/ul yogunlugunda 100 pl
hacminde diliisyonlar elde edilmistir. Bulk olusturmak igin ise her hatta ait bireylerden
esit miktarlarda alinarak yeni 1.5 ml lik eppendorf tliplere aktarilmis ve bulk karisimlar

olusturulmustur.
3.4.5. PCR hazirlik islemleri ve optimizasyon ¢calismalari

Calismada kullanilan SSR ve ISSR primerleri Bioneer firmasindan
sentezletterilip, liyofilize halde gelmistir. Her primer i¢in sertifikasinda belirtilen oranda
100pmol hacim i¢in saf su eklenerek primerler sulandirilmigtir. PCR reaksiyonlarinda
ise 10 pmol/p hacimde primer kullanildigindan her primer 10 pmol/p olacak sekilde
primer dillisyonlart hazirlanmistir. PCR reaksiyonu icin gerekli olan diger bilesenler de

kullanima hazir halde Bionner firmasindan temin edilmistir.
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Bir PCR’da olmasi gercken sartlar: DNA Ornegi, sentetik primer;
deoksiniikleotit trifosfatlar (ANTP); yiiksek 1siya dayanikli Taqg DNA polimeraz enzimi;
uygun pH ve iyon kosullarini (Mg+2) saglayan tampon karistmi ve MgCl,. Polimeraz
zincir reaksiyonu, DNA polimeraz enziminin kullanilmasiyla suni sartlarda DNA
tiretilmesini ifade etmektedir. Bu liretim i¢in 6-25 niikleotid uzunlugunda baglatici
DNA’lar (primerler) gerekir. Reaksiyon ortaminda ayrica pH’y1 ve tuz
konsantrasyonunu optimum hale getiren tampon ¢o6zelti, polimeraz enziminin ihtiyag
duydugu MgCl; ve DNA iiretiminde kullanilacak A, T, G, C niikleotidlerinden her biri
bulunur. Polimeraz enzimi, bu baglatictc DNA’nin bir kalip DNA iizerine
baglanmasindan sonra, onu bir u¢tan uzatmaya baslar ve kalip DNA’nin aynisini {iretir.
DNA iiretim islemi birbirini izleyen bir seri ¢ok spesifik sicaklik devrelerinde yapilir

(Ozcan ve ark., 2001).

SSR ve ISSR PCR reaksiyonlarinda gerekli olan bilesenler ve 1 Ornek igin

olusturulan PCR mixi Cizelge 3.4. de verilmistir.

Cizelge 3.4. SSR-PCR ve ISSR-PCR Reaksiyonlarimi Olusturan Bilesenlerin Listesi

SSR-PCR Reaksiyonu ISSR-PCR Reaksiyonu
Reaksiyon bilesenleri: 1 iinite icin (ul) Reaksiyon bilesenleri: 1 iinite icin (ul)
DNA miktar1 (25 ng/ul) 1 DNA miktar1 (25 ng/pl) 1.0
5 u/pl Taq DNA polimeraz 0.2 1X PCR tamon ¢ozeltisi 15
25 mM MgCl, 1.5 25 mM MgCl, 1.5
10 mM dNTP (A, T, G, C) 0.2 10 MM dNTP (A, T, G, C) 0.2
1X PCR tampon ¢6zeltisi 1.0 Primer (10 pmol/ul) 1.0
Forward Primer 1.0 5 uw/ul Taq DNA polimeraz 0.3
Reverse Primer 1.0 ddH20 (PCR hassasiyetinde) 145
ddH,O (PCR hassasiyetinde) 14.1
Toplam Hacim (ul) 20 Toplam Hacim (ul) 20

PCR’da kullanilan kimyasallarin optimizasyonu tamamlandiktan sonra PCR
calismalarina baslanmistir. Yukarida verilen tablolara uygun olarak PCR reaksiyon
karisimi olusturulup, reaksiyonlar steril, ince ¢eperli, diiz kapakli, RNase ve DNase-free
0.2 mI’lik PCR tiiplerinde ve 1 pul DNA + 19 pl karisim olacak sekilde 20 pl olarak

sekilde hazirlanmistir.
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Sekil 3.12. a. F1 ve F5 ISSR primerlerine ait sicaklik optimizasyonu
b. SSR primerlerine ait sicaklik optimizasyonu

PCR protokolii ise yapilan optimizasyon ¢alismalart esas alinarak
programlanmistir. Primerlerin baglanma sicakliklar1 farkli oldugundan pcr protokoliinde
sadece baglanma sicakliklar1 degistirilmistir. Caligmada uygulanan PCR protokolii su
sekildedir; PCR tiipleri kullanilan PCR sirasinda reaksiyon karisiminin tiiplerden
buharlagmasini engellemek amaciyla cihazin kapak sicakligt 105 C ‘ye ayarlanmustir.
95 'C’de 5dk denatiirasyon, ardindan 30 dongii olacak sekilde 95 °C’de 30 sn, 52-60
°C’de 15 sn, 72 °C’de 30 sn ve son olarak 72 °C’de 10 dk seklindedir. Tiim PCR
calismalar1 ayn1 sartlarda gergeklestirilmistir. Sadece amplifikasyon sicaklik ve siireleri
kullanilan primerlerin Ty, sicakliklarina bagl olarak her PCR igin ayr1 ayr1 optimize

edilmistir (Sekil 3.12).

3.2.5. Elekroforez uygulamalari

PCR sonucu olusan amplifikasyon iiriinlerine ait DNA bant goriintiilerinin elde
edilebilmesinde takip edilen agamalar asagida detayl bir sekilde verilmistir (Gwanama
ve ark., 2000); Brown ve Myers (2002); Decker-Walters ve ark. (2004); Kwon ve ark.
(2004).

Tris-borik asit-EDTA (TBE) elektrolit ¢ozeltisinin hazirlanmasi

Tampon ¢o6zelti olarak Tris-Borik asit-EDTA (TBE) ¢ozeltisi kullanilmistir.
Cozeltide kullanilan EDTA (Etilen Diamin Tetra Asetik Asit) 0.5 Molar (M) ve pH 8.0
olacak sekilde hazirlanmistir. Daha sonra 10X yogunlukta ¢o6zelti hazirlanmaya
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baslanmigtir. Borik asit ge¢ ¢oziinen bir maddedir, bu nedenle manyetik karistirici
cihazi yardimiyla 6nce bir miktar saf suda borik asit ¢oziinmiis, ardindan Tris, son
olarak ise EDTA ilave edilmistir (Sekil 3.13). Kimyasallar tamamen ¢6ziindiikten sonra
¢Ozeltinin son hacmi 1 litreye tamamlanmistir. Bu stok ¢ozeltiden 100 ml alinip iizeri
saf su ile 1 litreye tamamlanarak 1X yogunlukta TBE elde edilmistir. Bu ¢6zelti hem
elektroforez tankina konulmus hem de agarozu eritmek igin jel hazirlanirken

kullanilmustir.

Sekil 3.13. 0.5 M pH:8 EDTA (Cozeltisinin Hazirlanmasi

10X TBE (l1litre) stok ¢ozeltisinin hazirlanmasinda kullanilan kimyasal

maddeler ve miktarlar1 (Cizelge 3.5);

Cizelge 3.5. 10X TBE Tampon Cozeltisi I¢in Gerekli Kimyasallar ve Miktarlar1
10X stok TBE tampon ¢ozeltisi (1litre) Miktar

Tris 108 g
Borik asit 559
EDTA (0.5 M, pH 8.0) 40 ml

Agaroz jel hazirlanmasi

PCR ¢alismalarinin ardindan, PCR’da elde edilen DNA iiriinlerini elektroforezde
birbirinden ayirmak icin %1.5’luk agaroz jel kullanilmistir. Jel hazirlarken, 1X
yogunluktaki TBE tampon ¢o6zelti kullanilmigtir. 300 ml’lik TBE tampon ¢ozeltisinin
icerisine 4.5 gr agaroz ilave edilmistir. Mikrodalga firinda 350 Watt enerjide 10 dk
kaynatilarak eritilmistir. Seffaf bir goriinim kazaninca jel mikrodalga firindan

cikarilarak sogumaya birakilmistir. Daha sonra sogumakta olan jelin i¢ine PCR sonucu
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olusan bantlarin goriintiileme cihazinda ultra viyole (UV) 1s181inda goriintiilenebilmeleri
icin 300 ml’lik jel i¢in 15 pl RedSafe ilave edilmistir. RedSafe jelde karistirildiktan
sonra jel tepsisine dokiilmiis ve taraklar tepsiye yerlestirildikten sonra donmaya

brrakilmstir.
PCR iiriinlerinin agaroz jele yiiklenmesi

PCR’da ¢ogaltilan DNA parcalarinin elektroforez icindeki 1X TBE ¢o6zeltisine
karigsmasin1  onlemek ve DNA’larin yiriitiilmesi esnasinda kolay gézlemlenmesi
amaciyla yogunlugu yiiksek 6X yiikleme boyasi (loading dye) yiikleme yapilarak PCR
tiipleri igerisine 4 pl ilave edilmis ve homojen bir sekilde karistirllmistir (Sekil 3.14).
Daha sonra, otomatik pipetman yardimiyla her tiipten 15 pl karigim alinarak jelde hazir
bulunan kuyucuklara sirayla yiiklenmistir. Cogaltilan DNA pargalarinin boyunu tespit
etmek amaciyla 6rneklerin bagindaki kuyucuklara uzunluk markorii olarak 100bp DNA

ladder ytiklenmistir.

Sekil 3.14. 6X Loading Dye eklenmis PCR f{ir{inleri

Bu ¢alismada agaroz jele yiiklenen PCR firiinlerine yatay elektroforez cihazina
baglt giic kaynagi ile 100 voltta bant profillerine bagli olarak 2-2.30 saat elektrik akimi
verilmistir (Sekil 3.15). Belirli araliklarla (20-30 dk) goriintiileme cihazinda UV 15181
altinda jelden goriintii alinmstir (Sekil 3.16).
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Sekil.3.16. Jel goriintiileme sistemi

3.2.6. Primerlerin polimorfizm oranlarimin belirlenmesi

Calismada kullanilan 20 adet SSR ve 20 adet ISSR primerinin polimorfizm
oranlarinin yiizdesi, her bir primerin gostermis oldugu polimorfik bant sayisinin, tim
primerlerin gostermis oldugu toplam bant sayisina boliintip 100 ile g¢arpilmasi ile
hesaplanmuistir.

Poliformik Bant Sayis:

Polimorfizm Oran: (%) = ( ) =100

Toplam Bant Sayis:

3.2.7. Polimorfizm bilgi iceriklerinin belirlenmesi

Calismada kullanilan 20 adet SSR ve 20 adet ISSR primerinin Polimorfizm bilgi
icerikleri Smith ve ark. (1997) tarafindan bildirilen formiil ile hesaplanmustir.
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Polimorfik bantlarda toplam var (1) ve yok (0) olan bantlarin sayilar1 tespit edilerek her

bir bandin frekansi (Pi) tek tek hesaplanmistir.

Primerlerin Polimorfizm Bilgi icerigi (PBI) = 1 — T Pi*

3.2.8. Primerlerin ayirma gii¢lerinin hesaplanmasi

Calismada kullanilan 20 adet SSR ve 20 adet ISSR primerinin ayirma giigleri
Prevost ve Wilkinson (1999)’un bildirmis oldugu asagidaki formiil ile hesaplanmistir.
Formiilde yer alan p degeri her bir primerin verdigi bant sayisinin toplam 6rnek sayisina
boliinmesiyle elde edilmistir ve bu deger 0.5 ten ¢ikarilarak mutlak degeri alinmistir.
Elde edilen deger iki ile ¢arpilmistir ve bir sayisindan ¢ikarilarak primerlerin ayirma

giicleri hesaplanmustir.

Primerlerin Ayirma Giicii (IB) =1 — (2 = 0,5 — p[)

3.2.9. Veri analizleri

Calismada kullanilan 38 adet saf at disi misir hattinin, genetik c¢esitliliginin
belirlenmesinde, SSR ve ISSR markor datalarinin markor sistemleri arasindaki matriks
karsilastirmalar1 kullanilmistir Mantel (1967). SSR ve ISSR markérleri numerik veri
olarak, misir hatlarinin genomik DNA kisimlarinda var olanlar (1), olmayanlar ise (0)
olarak skorlanmistir. Uzaklik matriks ve dendogramlarinin degerlendirilmesinde
NTSYS-pc versiyon 2.2 (Numerik Taksonomi Cok Degiskenli Analiz sistemi, Exeter
Software, Setauket, N.Y.) bilgisayar programi kullanilmistir.

Kalitatif verilerin hesaplanmasinda DICE (1945) benzerlik indeksinin benzerlik
katsayis1 kullanilmistir. DICE benzerlik indeksinin hesaplanmasinda benzeyen iki 6rnek
1) arasindaki benzerlik katsayis1 GS (i,j)= 2a( 2atb+c) formiilii ile hesaplanmuistir.
Formiilde a, 1 ve j arasindaki polimorfik bantlarin numarasini, b; i de olan j de olmayan
bantlarin numarasini ve c ise j de olan i de olmayan bantlarin numarasini ifade etmistir.
Benzerlik dendogrami gruplanan benzer data tarafindan Unweighted Pair Group
Metodu ile Aritmetik Ortalama (UPGMA) ve SAHN gruplama programi ile

olusturulmustur.
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Diger taraftaki kalitatif data, standardizasyondan sonra korelasyon matriksinden
yararlanilarak benzerlik katsayisinin hesaplanmasinda kullanilmistir. Ayn1 zamanda
benzerlik dendogramlarinin olusturulmasi i¢in benzer datalarin gruplandirilmasinda
Unweighted Pair Group Metodu ile Aritmetik Ortalama (UPGMA) ve SAHN gruplama

programi kullanilmistir.

Markorlarin farkli tipleri ile elde edilen datalar arasindaki karsilagtirmanin
yapilmasinda Mantel (1967) testi kullanilmis, iki matriksin karsilastirilmasi i¢in diger
randomizasyonlarin ve bunlardan biri arasindaki korelasyon ile randomizasyon
prosediirii olusturulmustur. Baslica birlesen analiz PCA (Principle Component

Analysis) ol¢iilmiis ve 2D ve 3D plotlari liretilmistir.
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4. ARASTIRMA SONUCLARI VE TARTISMA
4.1. DNA izolasyon Sonuclari

Calismada 38 adet at disi misir hattina ait her hatt1 temsilen 5 bitkiden DNA
izolasyonu yapilmis ve elde edilen DNA’lar %1’lik agaroz jel elektroforezinde
yiiriitiilerek DNA’nin hassas yontemler olan SSR ve ISSR i¢in uygun oldugu
belirlenmistir.

DNA miktar ve Kkalitesini belirlemede NanoDrop ND-100 spektrofotometre
cihaz1 kullanilmistir. Cizelge 4.1.°de arastirmada kullanilan misir hatlarmin DNA
izolasyonu sonuglar1 verilmistir Zhang ve ark. (2008) izolasyonu yapilmis bir 6rnekte
niikleik asitlerin safliginin gostergesi olan A260/Azgy orani yaklasik olarak 1.7-1.9

arasinda olmasi gerektigini bildirmislerdir.

Cizelge 4.1. Aragtirmada kullanilan materyallerin DNA izolasyon sonuglari

Sira No ng/uL 260/280 260/230  Sira No ng/uL 260/280  260/230

1*1 107.7 1.83 2.09 20*1 197.57 191 2.36
1*2 108.69 1.76 211 20*2 245.51 191 2.34
1*3 120.78 1.81 2.07 20*3 188.47 18 2.09
1*4 146.87 1.85 2.12 20%4 200.79 1,87 2.28
1*5 98.42 1.86 2.18 20*5 193.47 1,95 2.09
2*1 138.76 1.86 2.24 21*1 75.39 1,82 2.37
2%2 155.65 1.87 2.25 21*2 92.54 1,8 2.35
2*3 160.54 1.83 2.06 21*3 125.36 1,8 212
2%4 186.78 1.84 2.05 21%4 114.23 1,87 2.1
2*5 139.4 1.88 2.09 21%5 68.21 1,95 2.23
3*1 148.96 1.87 2.25 22*1 81.29 1,85 2.32
3*2 153.21 1.87 2.27 22*2 129.21 1,86 2.3
3*3 110.25 1.87 2.18 22*3 168.47 1,87 212
3*4 184.54 1.83 2.24 22*%4 83.98 1,83 2.1
3*5 165.21 1.84 2.25 22*5 121.87 1,84 2.23
4*1 192.73 1.92 2.23 23*1 71.94 1,73 2.2
4*2 198.72 1.89 2.26 23*2 91.49 1,76 2.21
4*3 226.58 1.79 211 23*3 98.2 1,87 2.09
4*4 123.12 1.8 2.27 23*4 108.24 1,83 2.28
4*5 148.75 1.78 2.24 23*5 90.14 1,84 2.09
5*1 114.48 1.82 2.09 24*1 98.3 1,78 2.12
5*2 160.46 1.87 2.13 24*2 102.12 1,77 2.1
5*3 205.41 1.83 2.27 24*3 132.2 1,82 2.23
5*4 118.8 1.85 2.09 24*4 109.21 1,86 2.24
5*5 101.81 1.88 2.14 24*5 144.84 1,88 2.25
6*1 164.12 1.89 2.27 25*1 125.84 1,8 2.2
6*2 182.15 1.83 2.09 25*2 163.04 1,83 2.27
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6*3
6*4
6*5
7*1
72
7*3
7*4
7*5
8*1
8*2
8*3
8*4
8*5
9*1
9*2
9*3
9*4
9*5
10*1
10%2
10*3
10*4
10%5
11*1
11*2
11*3
11%4
11*5
12*1
12%2
12*3
12%4
12*5
13*1
13*2
13*3
13*4
13*5
14*1
14%2
14*3
14%4
14*5
15*1
15%2
15*3
15%4
15%5
16*1

230.45
158.88
122.23
160,05
193.35
140.24
159.19
110.12
120.62
164.67
110.27
180.54
124.35
181.03
143.21
210.54
175.62
150.81
289.27
320.18
360.45
280.56
196.21
92.03
94.89
110.54
184.21
164.5
103.63
105.14
124.12
156.23
14421
113.64
110.76
98.54
145.26
133.54
112.03
111.77
132.21
187.27
165.48
91.01
131.9
110.64
145.89
88.21
121.21

1.81
1.9
1.87
191
1.83
1.85
1.92
1.88
1.88
1.9
1.89
1.83
1.85
1.92
1.94
1.88
1.79
1.75
1.94
1.93
1.92
1.88
1.88
1.79
1.75
1.82
1.82
1.83
1.78
1.81
1.85
1.83
1.88
1.8
1.82
1.85
1.87
1.8
1.82
1.83
1.83
1.88
1.8
1.81
1.84
1.85
1.8
1.82
1.89

2.13
2.27
211
2.24
2.33
2.29
2.26
2.18
2,24
2.26
2.05
2.09
211
2.18
2.19
2.25
2.03
2.22
2.22
2.24
2.29
2.26
2.18
2.07
2.06
2.22
2.24
2.29
2.06
2.05
2.09
2.09
2.28
2.09
211
2.15
221
203
2.09
2.09
2.28
2.09
211
2.28
2.24
2.26
2.18
2.07
2.32
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25*3
25*4
25*5
26*1
26*2
26*3
26*4
26*5
27*1
27*2
27*3
27*4
27*5
28*1
28*2
28*3
28%4
28*5
29*1
29*2
29*3
29%4
29*5
30*1
30*2
30*3
30*4
30*5
31*1
31*2
31*3
31*4
31*5
32*1
32*%2
32*3
32*%4
32*5
33*1
33*2
33*3
33*4
33*5
34*1
34*2
34*3
34*4
34*5
35*1

210.24
180.45
132.4
118.33
139.95
174.23
155.95
164.21
129.1
145.29
164.87
131.24
127.68
160.18
177.45
14421
158.64
194.44
119.12
121.58
110.27
180.54
124.35
138.38
164.28
136.03
179.55
162.84
255.61
270.4
298.12
317.21
230.48
240.19
210.48
187.65
272.71
213.47
186.58
199.4
236.54
187.45
190.78
322.13
369.34
288.45
240.65
310.48
381.91

1,88
1,8
1,81
1,84
1,81
1,8
1,81
1,84
1,84
1,85
1,87
1,83
1,84
1,87
1,87
1,87
1,83
1,84
1,84
1,84
1,87
1,83
1,84
1,85
1,87
1,87
1,83
1,84
1,95
1,96
1,9
1,87
1,91
1,95
1,95
1,9
1,87
191
1,93
1,84
19
1,87
1,91
1,95
1,88
1,88
1,79
1,75
1,96

2.25
2.23
2.26
211
2.27
2.24
2.09
2.03
2.23
2.25
2.03
2.09
2.27
2.23
2.24
2.32
2.37
2.09
211
2.18
2.27
2.25
2.27
211
2.24
212
2.18
2.24
2.25
2.06
2.05
2.09
2.05
2.09
211
2.18
2.19
2.25
2.03
2.22
2.09
211
2.18
2.27
2.25
2.27
211
2.24
2.03



16*2 100.54 1.92 2.37 35*2 412.54 1,97 2.22

16*3 173.56 1.81 2.03 35*3 290.14 1,88 2.07
16*4 144.61 1.88 2.11 35*4 385.68 1,79 2.06
16*5 122.76 1.85 2.18 35*5 310.26 1,75 2.22
17*1 104.04 18 2.27 36*1 142.23 1,86 2.24
17*2 144.58 1.8 2.25 36*2 184.28 1,85 2.29
17*3 120.3 1.87 2.27 36*3 149.54 1,82 2.06
17*4 112.45 1.95 2.06 36*4 194.23 1,82 2.05
17%5 103.21 1.96 2.05 36*5 154.45 1,83 2.09
18*1 106.14 1.84 2.09 37*1 439.81 1,98 2.09
18*2 136.03 1.89 2.09 37*%2 460.7 1,98 2.28
18*3 118.32 1.87 2.28 37*3 384.65 1,85 211
18*4 162.84 1.83 2.1 37*4 410.36 1,83 2.15
18*5 213.15 1.8 2.23 37*5 315.84 1,88 221
19*1 99.01 1.83 2.24 38*1 183.33 1,85 2.03
19%2 149.01 1.85 2.25 38*2 154.78 1,87 2.09
19*3 125.65 1.8 2.12 38*3 210.25 1,8 2.09
19*4 187,6 1.87 2.1 38*4 201.4 1,83 2.09
19*5 117.56 1.95 2.23 38*5 197.83 1,85 212

4.2. Genetik Analizler
4.2.1. SSR markorlerinin analizi

Genetik ¢esitliligi  belirleme c¢alismalarinda farkli  molekiiler teknikler
kullanilmasina ragmen, SSR markdrleri misir hakkinda daha detayli bilgi verdigi igin
tercih edilmektedir. SSR markdrleri misir bitkisinde baglilik ve QTL haritalarinin
cikarilmasi, genetik cesitliligin saptanmasi ve misir bitkisinin evrimsel gelisimi
tizerinde yapilan ¢alismalarda yogun olarak kullanilmistir. SSR markorleri lokusa 6zgii
olmalari, yiiksek bilgi igerigine sahip olmalar1 nedeniyle en ¢ok tercih edilen molekiiler
markdrlerdendir. Ayrica SSR’lar bitki genomun olduk¢a fazla ve iiniform bir dagilim

gosterirler (Roder ve ark., 1995).

Arastirmada kullanilan misir genotiplerine ait SSR primerlerinin polimorfizm
orani (PO), polimorfizm bilgi igerigi (PBI), ayirma giicii (AG) ve allel sayis1 Cizelge
4.2.’de sunulmustur. Calismada kullanilan 38 adet at disi misir hattina 20 adet SSR
primeri uygulanmis olup, kullanilan primerlerden 9 tanesi hatlar {izerinde monomorfik
Ozellik gosterirken, 11 tanesi polimorfik 6zellik gostermistir. Warburton ve ark. (2002)
tarafindan 7 adet CIMMYT populasyonu ve 57 saf hat lizerinde 85 SSR markdrleri
kullanilarak genetik ¢esitlilik ¢alismasi yapilmistir. Kullanilan 85 adet SSR
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markdriinden 53 tanesinin polimorfizm gosterdigi ve gelecekteki rutin DNA parmak izi

calismalarinda kullanilabilecegini bildirmislerdir.

Cizelge 4.2. Kullanilan SSR Primerlerinin polimorfizm orani (PO), polimorfizm bilgi icerigi (PBI),
ayirma giicii (AQG) ve allel sayist

Primer PO(%) PBi AG Allel Sayisi
Umc1185 75.00 0.92 0.48 4
Umc1040 66.60 0.51 0.33 3
Umc1582 100.00 0.73 0.28 3
Umc2122 60.00 0.85 0.61 5
Umc1015 50.00 0.88 0.64 4
Umc1019 66.00 0.88 0.66 3
Umc1460 100.00 0.68 0.07 3
Umc1759 100.00 0.78 0.75 3
Umc1859 100.00 0.88 0.66 3
Umc2291 66.00 0.87 0.67 3
Umc1904 75.00 0.89 0.43 4

Phi094 100.00 0.69 0.60 2

Phi034 66.00 0.74 0.89 3
Ortalama - 0.51 0.35 3.3

PCR sonuglarina gore, arastirmada kullanilan 20 SSR primerinden Umc1019
primeri ve Umc2291 primerine ait goriintiiler sirasiyla sekil 4.1. ve sekil 4.2.°de
verilmistir.

Arastirma sonucunda SSR markdrlerinden 43 adet allel iiretilmis olup, allel
sayis1 3-5 arasinda degiskenlik gdstermistir ve her bir SSR lokusuna basina diisen allel
sayist 3.3 olarak hesaplanmistir. Leal ve ark. (2010), 10 adet cin misir1 hattinda 9 adet
SSR markorii kullanarak yaptiklar genetik ¢esitlilik calismasinda, SSR lokuslarinda toplam
47 allel oldugunu ve her bir lokusta 2-5 arasinda allel oldugunu gozlemlemislerdir. Cheng-
Lai ve ark. (2010), 97 adet misir hattinda 112 SSR markorii kullanarak yapmis olduklari
caligmada, toplam 643 adet allel oldugunu, lokus basina diisen allel sayisinin 2-13 arasinda

degistigini ve lokus basina diisen ortalama allel sayisinin 5.7 oldugunu bildirmislerdir.

Bu arastirmada PBI degeri 0.51-0.92 degismis olup, ortalama PIC degeri 0.79 olarak
bulunmustur (Cizelge 4.2). Cheng-Lai ve ark. ( 2010), 112 SSR markiri ile yapmis olduklari
calismada, PIC degerini 0.205 ile 0.645 arasinda bulmuslardir. Laborda ve ark. (2005),
misirda 50 SSR primeri ile yaptiklar1 g¢aligmada, PIC degerinin 0.24-0.90 arasinda
degistigini ve ortalama PIC degerinin 0.61 oldugunu bildirmislerdir. Phumichai ve ark.
(2008), misirda 64 SSR markir1 kullandiklari arastirmada, PIC degerinin 0.24-0.89 arasinda
degistigini ve ortalama PBI degerinin 0.69 oldugunu bulmuslardir.
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primer
Umc1019

Sekil 4.1. Arastirmada kullanilan 38 adet hattin Umc1019 SSR primerine ait jel goriintiisii
primer
Umc2291

Sekil 4.2. Aragtirmada kullanilan 38 adet hattin Umc2291SSR primerine ait jel goriintiisii
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Arastirmada kullanilan 38 adet at disi misir hattinda yapilan genetik cesitlilik
calismasindan elde edilen veriler sonucunda olusturulan filogenetik aga¢ sekil 4.3’de
belirtilmistir. UPGMA analizi ile elde edilen sonuca gore 38 adet misir hattinin 3 grup
olusturdugu ve hatlar arasindaki genetik uzaklik degeri 0.60-1.00 katsayilar1 arasinda

bulunmustur.

Genetik ¢esitliligi  belirleme ¢alismalarinda farkli  molekiiler teknikler
kullanilmasina ragmen, SSR markérleri misir hakkinda daha detayl: bilgi verdigi i¢in
tercih edilmektedir. SSR markorleri misir bitkisinde baglilik ve QTL haritalarinin
cikarilmasi, genetik cesitliligin saptanmasi ve musir bitkisinin evrimsel gelisimi

tizerinde yapilan caligmalarda yogun olarak kullanilmistir (Matsuoka ve ark., 2002).

Hibrit misir 1slahinda yiiksek verim ve kalitenin temelini heterosis kavrami
olusturmaktadir. Heterosisin etkin bir sekilde kullanilmasi, melezlemede kullanilan saf
hatlara ait genetik ¢esitliligin bilinmesi ile miimkiin olmaktadir. Hibrit misir elde etmek
icin olusturulan saf hatlar1 arasindaki genetik uzakligin fazla olmasi, ayn1 oranda verim
artislarim1  saglayarak genetik ¢esitliligin - muhafaza edilmesini giivenli hale
getirmektedir. Islah programlari igerisinde elit saf hatlardan tiiretilen egzotik gen

kaynaklarinin genetik cesitliligi arttirdig1 gorilmistiir (Glover ve ark., 2005).
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Sekil 4.3. Aragtirmada kullanilan 38 adet hatta SSR verileri sonucu olusturulmus dendogram
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Elde edilen veriler sonucunda olusturulmus filogenetik aga¢ incelendiginde 1.
grupta 2, 12, 18, 21, 25, 27 ve 36 numaral hatlarin, 2. grupta 1, 8, 10, 11, 13, 19, 20, 24, 29
ve 37 numaral1 hatlarin, 3. grupta ise 3, 4, 5, 6, 7,9, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 22, 23, 26, 28,
30, 31, 32, 33, 34, 35 ve 38 numaralin hatlarin yer aldig1 goriilmektedir.

Calismada kullanilan hatlar yogun olarak 3. Grupta yer almakta ve 12 numarali hat
ile 15 numarali hattin birbirlerine en uzak hatlar oldugu goriilmektedir. Calismada
kullanilan 36 (Lancaster) ve 37 (Stiff Stalk) numarali hatlarin heterojenite gruplari
bilinmekte olup, bu hatlarin yer aldig1 gruplar arasinda yapilacak olan melez

kombinasyonlarinda en yiiksek melez az azmaligi elde edilmesi tahmin edilmektedir.

Factorial analysis: (Axes 1/2)
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Sekil 4.4. Arastirmada kullanilan 38 adet hatta SSR verileri sonucu olusturulmug 2D goriiniim

SSR verileri sonrasinda yapilan PCA (Principle Component Analysis) 6l¢iilerek

2D goriintiisii tiretilmistir. Elde edilen 2D goriintiisii sekil 4.4°de verilmistir.
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4.2.2. ISSR markorlerinin analizi

ISSR yontemi; bitki tiirlerinin genom kapsamlarinin tiirler i¢i ya da tiirler arasi
olarak tahmin edilmesinde basariyla kullanilmig bir yontemdir. Ayrica yontem genom
haritalanmasinda dogrudan kullanilamamasina karsin RFLP ve SSR markdr sistemlerini
desteklemesi  sebebiyle 1slahta, markére dayali segilimde, karakterizasyon
caligmalarinda, filogenetik akrabaliklarin belirlenmesi gibi genis bir alanda
kullanilmaktadir. Ayrica tiirlere veya genlere ya da bolgelere 6zgii ISSR primerleri de
bulunmaktadir (Reddy ve ark., 2002).

Aragtirmada kullanilan misir genotiplerine ait ISSR primerlerinin polimorfizm
orant (PO), polimorfizm bilgi icerigi (PBI), ayirma giicii (AG) ve allel sayis1 ¢izelge
4.3’de sunulmustur. Calismada kullanilan 38 adet at disi misir hattina 20 adet ISSR
primeri uygulanmis olup, kullanilan primerlerden 3 tanesi hatlar tizerinde monomorfik
ozellik gosterirken, 17 tanesi polimorfik 6zellik gostermistir. Arastirma sonucunda
ISSR markoérlerinden 97 adet allel iiretilmis olup, allel sayis1 2-8 arasinda degiskenlik
gostermistir ve her bir ISSR lokusuna basina diisen allel sayisi 5,7 olarak

hesaplanmustir.

Cizelge 4.3. Kullanilan ISSR Primerlerinin polimorfizm orani (PO), polimorfizm bilgi icerigi (PBI),
ayirma giicii (AG) ve allel sayisi

Primer PO(%) PBi AG Allel Sayisi
M1 100 0.26 0.28 2
M2 75 0.98 0.30 4
M3 100 0.71 0.31 8
M5 100 0.77 0.51 8
M6 100 0.78 0.33 5
M8 100 0.74 0.44 7
M10 100 0.64 0.78 6
M11 100 0.69 0.44 5
M13 100 0.68 0.60 7
M14 66,7 0.69 0.68 6
M15 100 0.73 0.73 4
M16 100 0.49 0.50 2

F1 100 0.88 0.43 6
F2 83,3 0.80 0.64 6
F3 100 0.74 0.59 8
F5 100 0.78 0.69 5
F6 100 0.77 0.58 8
ORTALAMA -- 0.71 0.53 5.70

PCR sonuglarina gore, arastirmada kullanilan 20 ISSR primerinden M5 primeri

ve M8 primerine ait goriintiiler sirasiyla sekil 4.5. ve sekil 4.6’de verilmistir.
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Sekil 4.5. Arastirmada kullanilan 38 adet hattin M5 ISSR primerine ait jel goriintiisii
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Sekil 4.6. Aragtirmada kullanilan 38 adet hattin M8 ISSR primerine ait jel goriintiisi




Bu arastirmada PIC (Polimorphic Imformation Content) degeri 0.26-0.98
arasinda degismekte olup, ortalama PIC degeri 0.61 olarak hesaplanmistir. Kullanilan
ISSR primerlerinin ayirma giicii 0.28-0.78 arasinda degismekte olup primerlerin

ortalama ayirma giicli 0.53 olarak hesaplanmustir.

Arastirmada kullanilan 38 adet at disi misir hattinda yapilan genetik cesitlilik
calismasindan elde edilen veriler sonucunda olusturulan filogenetik aga¢ sekil’de
belirtilmistir. UPGMA analizi ile elde edilen sonuca gore 38 adet misir hattinin 3 grup
olusturdugu ve hatlar arasindaki genetik uzaklik degeri 0.61-0.92 katsayilar1 arasinda

bulunmustur.

ISSR yontemi; bitki tlirlerinin genom kapsamlarinin tiirler i¢i ya da tiirler arasi
olarak tahmin edilmesinde basariyla kullanilmis bir yontemdir. Ayrica yontem genom
haritalanmasinda dogrudan kullanilamamasina karsin RFLP ve SSR markdr sistemlerini
desteklemesi sebebiyle 1slahta, markore dayali segilimde, karakterizasyon
calismalarinda, filogenetik akrabaliklarin  belirlenmesi gibi genig bir alanda
kullanilmaktadir. Ayrica tiirlere veya genlere ya da bolgelere 6zgii ISSR primerleri de

bulunmaktadir (Reddy ve ark., 2002).

Valdemar P. Carvalho. ve ark. (2002); Brezilya’da 79 adet yerel ve iki gelismis
misir ¢esidi arasindaki genetik cesitliligi belirlemede 9 ISSR primeri kullanmislardir.
Calismada 153 adet bant {iretilirken, 116 adet polimorfik bant elde edilmistir. UPGMA
analizi sonucunda popiilasyon 3 ana gruba ayrilmistir. Sonug olarak ISSR markdrlerinin

genetik varyasyona hizli bir sekilde erismek i¢in kullanilabilecegini gdstermistir.
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Sekil 4.7. Aragtirmada kullanilan 38 adet hatta ISSR verileri sonucu olusturulmus dendogram
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Elde edilen veriler sonucunda olusturulan filogenetik agac incelendiginde hatlarin 3
ana gruba ayrildigi, 1. Grupta 1, 6, 9, 18, 22 ve 37 numaral hatlarin, 2. Grupta 8, 10, 11, 12,
13, 15, 20, 27, 28 ve 36 numarali hatlarn, 2, 3, 4, 5, 7, 14, 16, 17, 19, 21, 23, 24, 25, 26, 29,
30, 31, 32, 33, 34, 35 ve 38 numarali hatlarin yer aldigi goriilmektedir. Calismada
kullanilan 36 (Lancaster) ve 37 (Stiff Stalk) numarali hatlarin heterojenite gruplari
bilinmekte olup, bu hatlarin yer aldigi gruplar arasinda yapilacak olan melez

kombinasyonlarinda en yiiksek melez az azmaligi elde edilmesi tahmin edilmektedir.

Factorial analysis: (Axes 1/2)
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Sekil 4.8. Arastirmada kullanilan 38 adet hatta ISSR verileri sonucu olusturulmusg 2D goriiniim

ISSR verileri sonrasinda yapilan PCA (Principle Component Analysis) dlgiilerek

2D goriintiisii tiretilmistir. Elde edilen 2D goriintiisii sekil 4.8.” de verilmistir.
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5.SONUC VE ONERILER
5.1 Sonuc¢

Bu calismada, 38 adet at disi misir hatt1 kullanilarak SSR ve ISSR markorleri ile
hatlar arasindaki genetik farklilik tespit edilmistir. Her hattan rastgele 10 bitki segilerek
DNA izolasyonu yapilmistir ve izolasyon sonrasinda herbir hatti temsil eden 10 bitki
DNA bulk yapilarak 20 adet SSR ve 20 adet ISSR markdrii PCR islemlerinde
kullanilmistir. Tiim markorler numerik veri olarak var olanlar 1 olmayanlar ise 0 olarak
skorlanmistir. Elde edilen verilerin karsilastirllmasinda Mantel (1967) testi

kullanilmistir.

Calisgmada kullanilan 38 adet at disi musir hattina 20 adet SSR primeri
uygulanmis olup, kullanilan primerlerden 9 tanesi hatlar tizerinde monomorfik 6zellik
gosterirken, 11 tanesi polimorfik Ozellik gostermistir.Arastirma sonucunda SSR
markdrlerinden 43 adet allel iiretilmis olup, allel sayis1 3-5 arasinda degiskenlik

gostermistir ve her bir SSR lokusuna basina diisen allel sayis1 3,3 olarak hesaplanmistir.

Bu arastirmada PIC (Polimorphic Imformation Content) degeri 0.51-0.92
degismis olup, ortalama PIC degeri 0.79 olarak bulunmustur. Arastirmada kullanilan 38
adet at disi misir hattinda yapilan genetik c¢esitlilik ¢calismasindan elde edilen veriler
sonucunda olusturulan filogenetik agag¢ sekil 4.3’de belirtilmistir. UPGMA analizi ile
elde edilen sonuca gore 38 adet misir hattinin 3 grup olusturdugu ve hatlar arasindaki
genetik uzaklik degeri 0.60-1.00 katsayilar1 arasinda bulunmustur. Elde edilen veriler
soncunda olusturulmus olan filogenetik aga¢ incelendiginde 1. Grupta 2, 12, 18, 21, 25,
27 ve 36 numaral hatlarin, 2. Grupta 1, 8, 10, 11, 13, 19, 20, 24, 29 ve 37 numaral
hatlarin, 3. Grupta ise 3, 4, 5, 6, 7, 9, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 22, 23, 26, 28, 30, 31, 32,
33, 34, 35 ve 38 numaral1 hatlarin yer aldig1 goriilmektedir. Caligmada kullanilan hatlar
yogun olarak 3. Grupta yer almakta ve 12 numarali hat ile 15 numarali hattin
birbirlerine en uzak hatlar oldugu goriilmektedir. Caligmada kullanilan 36, 37,3 8
numarali hatlarin heterojenite gruplar1 bilinmekte olup, bu hatlarin yer aldig1 gruplar
arasinda yapilacak olan melez kombinasyonlarinda en yiiksek melez az azmalig1 elde

edilmesi tahmin edilmektedir.

Calismada kullanilan 38 adet at disi musir hattina 20 adet ISSR primeri

uygulanmis olup, kullanilan primerlerden 3 tanesi hatlar iizerinde monomorfik 6zellik
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gosterirken, 17 tanesi polimorfik ozellik gostermistir. Arastirma sonucunda ISSR
markdrlerinden 97 adet allel iiretilmis olup, allel sayis1 2-8 arasinda degiskenlik
gostermistir ve her bir ISSR lokusuna bagina diisen allel sayisi 5.7 olarak
hesaplanmustir. Bu arastirmada PIC (Polimorphic Imformation Content) degeri 0.26-0.98
arasinda degismekte olup, ortalama PIC degeri 0.61 olarak hesaplanmistir. Kullanilan ISSR
primerlerinin ayirma giicii 0.28-0.78 arasinda degismekte olup primerlerin ortalama ayirma
glicii 0.53 olarak hesaplanmistir. Arastirmada kullanilan 38 adet at disi misir hattinda
yapilan genetik cesitlilik calismasindan elde edilen veriler sonucunda olusturulan
filogenetik agac¢ sekil’de belirtilmistir. UPGMA analizi ile elde edilen sonuca gore 38 adet
misir hattinin 3 grup olusturdugu ve hatlar arasindaki genetik uzaklik degeri 0.61-0.92
katsayilar1 arasinda bulunmustur. Elde edilen veriler sonucunda olusturulan filogenetik agac
incelendiginde hatlarin 3 ana gruba ayrildigi, 1. Grupta 1, 6, 9, 18, 22 ve 37 numarali
hatlarin, 2. Grupta 8, 10, 11, 12, 13, 15, 20, 27, 28 ve 36 numarali hatlarin, 2, 3, 4, 5, 7, 14,
16, 17, 19, 21, 23, 24, 25, 26, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35 ve 38 numarali hatlarin yer aldig1

goriilmektedir.

Dar ve ark. (2018); 10 farkli misir popilasyonunda 17 ISSR primeri kullanarak
yaptiklar1 caligmada, 108 allel elde edilmis ve ortalama primer basina 6.35 allel
hesaplanmistir. Kullanilan primerler %72.2 genel polimorfizm yiizdesiyle polimorfik
bulunmustur. Genetik gesitlilik indeksi ise 0.26 olarak hesaplanmistir. Kiime analizi
sonucu 10 popiilasyonun farkli oldugu ve yiiksek oranda genetik c¢esitlilige sahip oldugu
gorilmiig, elit genotipler ile melezlenerek yeni ¢esit ve kombinasyonlarin

olusturulabilecegi bildirilmistir.

SSR ve ISSR markorleri kullanilarak yapilan calisma neticesinde elde edilen
verilere ek olarak kullanilan hatlarin morfolojik verileri birlestirilerek gruplar arasinda
yapilacak olan melez kombinasyonlarindan melez azmanhigi elde edilecegi tahmin
edilmektedir. Hibrit misir 1slahinda yiiksek verim ve kalitenin temelini heterosis kavrami
olusturmaktadir. Heterosisin etkin bir sekilde kullanilmasi, melezlemede kullanilan saf
hatlara ait genetik c¢esitliligin bilinmesi ile miimkiin olmaktadir. Hibrit misir elde etmek
icin olusturulan saf hatlar1 arasindaki genetik ¢esitliligin fazla olmasi, ayni oranda verim
artiglarin1  saglayarak genetik c¢esitliligin muhafaza edilmesini giivenli hale
getirmektedir. Islah programlari igerisinde elit saf hatlardan tiiretilen egzotik gen

kaynaklarinin genetik cesitliligi arttirdig1 gorilmiistiir (Glover ve ark., 2005)
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Barcaccia ve ark. (2003); 84 SSR ve 53 ISSR markorlerini kullanarak yaptiklar
calismada, 10 musir popiilasyonunda 253 farkli birey kullanmiglardir. SSR lokusu
basina 23 allel iiretilirken, ortalama allel sayis1 6.99 olmustur. ISSR lokusu basina 17
allel iiretilirken ortalama allel sayis1 1.34 olmustur. Popiilasyon i¢indeki ve arasindaki
ortalama genetik benzerlik katsayilart SSR markérleri i¢in sirastyla 0.269 ve 0.217,
ISSR markorleri igin ise 0.591 ve 0.564 olarak hesaplanmistir. Sonug olarak popiilasyon
icerisinde yiliksek oranda c¢esitlilik olmasina ragmen, genotiplerin ayni bolgeye ait

oldugu tespit edilmistir.

Misir  bitkisinde yapilan genetik ¢esitlilik ¢aligmalar1 1slah programlarin
basarisinda kilit rolii oynar. Farkli markor teknolojilerinin gelistirilmesi, farkli bitkilerde
DNA seviyesinin dogru incelenmesini ve degerlendirilmesini saglar. SSR markarleri,
yiikksek diizeyde polimorfik yapt igeren misir genotiplerinin, otomatik sistemler
tarafindan analizlerinin yiiksek dogruluk ve tekrarlanabilirlikte yapilmasina olanak

saglamaktadir (Reif ve ark., 2003).

5.2 Oneriler

Misir bitkisi gegmisten gilinlimiize 1slah ¢alismalarinda kullanilan model bitkiler
arasinda yer almistir. Basarili bir 1slah programinin siirdiirebilirligi elde bulunan islah
materyallerin genetik ve morfolojik farkliliklarinin bilinmesi ile miimkiin olmaktadir.
Klasik 1slah metotlarinin zaman alic1 ve yogun is giicline ihtiyag duymasi yeni ¢esitlerin
hizli ve siirekli bir sekilde gelistirilmesinde en biiyiik problemdir. Bu problem
molekiiler genetik ¢alismalarin 1slah programlarina hizli bir sekilde entegre edilmesiyle
ortadan kalkmaktadir. Misir 1slah ¢alismalarinda molekiiler markorlerin kullanilmasi,
morfolojik degerlendirmeler ile karsilastirildiginda hem hatlar arasindaki genetik
yakinlik-uzakliklarin belirlenmesi, genetik kaynaklarin etkin bir sekilde kullanilmasi ve
muhafazasi, bakimindan bitkinin DNA diizeyine kadar inerek etkin ve giivenilir bir

sonug vermektedir Jones ve ark. (1997).

Calismada kullanilan hatlar yogun olarak 3. Grupta yer almakta ve 12 numarali hat
ile 15 numarali hattin birbirlerine en uzak hatlar oldugu goriilmektedir, bu iki hattin
melezlemesinden sonra elde edilen hibrit kombinasyonunun yiiksek verim potansiyeli
gostermesi beklenmektedir. . Calismada kullanilan 36 (Lancaster) ve 37 (Stiff Stalk)

numarali hatlarin heterojenite gruplar1 bilinmekte olup, bu hatlarin yer aldig1 gruplar
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arasinda yapilacak olan melez kombinasyonlarinda en yiliksek melez azmalig1 elde edilmesi
tahmin edilmektedir. Diger grupta toplanan hatlar ise her iki grup disinda oldugundan diger
gruplarla aralarinda yapilacak olan melezlemeler sonucunda elde edilen hibrit

kombinasyonlarininda heterosis 6zelligi gostermesi beklenmektedir.

Son zamanlarda klasik 1slah yontemlerine eklenen molekiiler teknikler ile elde
var olan 1slah materyalleri arasinda yapilan genetik farklilik ¢aligmalar1 ile mevcut gen
havuzunun ¢esitliligi ve 1slah materyallerinin heterojenite gruplari belirlenmektedir.
Gen havuzundaki genetik cesitligin 1slah¢1 tarafindan bilinmesi gen kaynaklarinin
korunmasi ve arttirilmasi acisindan olduk¢a 6nem arz etmektedir. Hibrit misir 1slahinda
kullanilan ana ve baba hatlar birbirine ne kadar uzak ise varyasyon o kadar fazla

olmakta ve basari sans1 onemli derecede artmaktadir.
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