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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

MOLEKULER MARKER TEKNIKLERDEN YARARLANARAK CiN.MTSIRI
HATLARINDA GENETIK UZAKLIKLARIN BELIRLENMESI

Elif Ozge VURAL

Cankar1 Karatekin Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dali

Diinyada teknolojinin geligmesiyle liretim ve tiiketim sekillerinin farkhlasip degistigi,
her gegen giin mevcut yagsam kosullarini daha iyiye gotiirmek igin g¢esitli ¢aligmalar
gerceklestirilmektedir. Hizla artan diinya niifusunun gida tiretimi yeterli goriilse de
birgok insan aglik tehlikesiyle kargi kargiya kalmaktadir. Bu nedenle artan niifusun
beslenme ihtiyaci ancak birim alandaki alinacak verimin yiikseltilmesiyle saglanacaktir.
Istatistik verilere gore insan beslenmesinde tiiketilen giinliik kalorinin % 22°si musir
bitkisinden kargilanmaktadir. Misir diinyada 157.1 milyon ha.ekim alami ve 578.2
milyon ton iiretim ile toplam ekim alanlarmin %18.6’sin1, iiretimin ise %27’sini
olugturmaktadir. Tiirkiye’de ise 700 bin hektar ekim alani ile toplam tahil ekiliginde
%4.6 pay alirken, 2.7 milyon ton iiretimi ile toplam %8.0 pay almaktadir. Bu ¢aliymada
64 adet cin misir1 hatti kullanilarak, patlama 6zelligi, adaptasyon yetenegi, kalite ve
verim degeri yiiksek iiriin elde etmek amaciyla akrabalik derecesi birbirine yakin olan
hatlarin belirlenmesi amaglanmistir. Bu iglemlerin gergeklesmesi igin 35 adet SSR
primeri kullamlarak dendrogram olusturulmustur. Dendrogramin sonucunda incelenen
misir hatlar1 arasinda genis bir genetik varyasyon tespit edilmis ve 6 adet kiime
meydana gelmigtir. CM19 ve CM44 hatlar1 tek baglarma ayr1 grup olusturmuslardir.
CM19 hatti BATEM tarafindan Aydin popiilasyonundan gelistirilmis bir hat olurken,
CM44 hatti KTAE tarafindan Cin misir popiilasyon islahi kapsaminda gelistirilmis bir
hattir. Arastirmada kullanilan saf misir hatlar1 iginde CM39 ve CM40 hatlari ile, CM49
ve CM50 hatlari birbirlerine en yakin hatlar olarak tespit edilmiglerdir.

2018, 61 Sayfa
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ABSTRACT

Master Thesis

IDENTIFYING THE GENETIC RANGE OF FLINT CORN LINES BY USING
THE MOLECULAR TECHNIQUES

Elif Ozge VURAL

Cankiri Karatekin University
Grandmate School of Natural
and Applied Sciences

With the development of technology modes of production and consumption varies and
changes everyday so various studies are being performed to improve the current living
conditions. Although the food production for the rapidly in creasing world population
considered enough, many people are endangered with hunger. So nutrition requirement
of increasing population will only be provided by increasing the crop fertility in a unit
area. According to the statistical data 22% of the Daily calorie consumption of human
nourishment is provided from corn. Corn constitues 18.6% of the total cultivation areas
and 27% of the total production with 157.1 millions ha of total cultivation areas and
578.2 milliontons of total production of the world. It takes a share of 4,6% of the total
cereal production with 700 thousand ha of cultivation area and 8.0% of the total
production with 2.7 milliontons of production in Turkey. In this study it is intended to
identify the line of descent of the approximate lines by using 64 pieces of flint corn
lines for to produce high popping featured, adaptable, high quality and productive crops.
A dendrogram was made by using 35 units of SSR primer to perform this process. As a
result of dendrogram, a wide genetic variation between the studied corn lines were
identified and 6 units of crop clusters were generated. The lines of CM19 and CM44 has
generated a seperate cluster on their own. The line CM19 is a line developed from
Aydin population by BATEM and the line CM44 is a line developed with in the scope
of flint corn population breeding by KTAE. Within the pure corn lines used in the
study; the lines CM39 and CM40 along with the lines CM49 and CM50 are determined
as the closest lines to each other.

2018, 70 pages
KEYWORDS: flint corn, SSR, CM44, primer , cultivation area
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1. GIRIS

Diinya’da teknolojinin gelismesiyle tiretim ve tiiketim sekillerinin farklilagip degistigi,
her gecen glin mevcut yasam kosullarimi daha iyiye gotiirmek i¢in gesitli ¢aligmalar
gerceklestirilmektedir (Yiiriirdurmaz 2007). Hizla artan diinya niifusunun gida tiretimi
yeterli goriilse de birgok insan aglik tehlikesiyle karsi kariya kalmaktadir. Bu nedenle
artan niifusun beslenme ihtiyaci ancak birim alandaki alinacak verimin
yiikseltilmesiyle saglanacaktir. Mevcut alanda verimin artirilmasi igin ise oncelikli
olarak bitkinin yetisecegi ortamin ve zamanin iyi belirlenmesi gerekmektedir (Biber

vd. 2005).

insan ve hayvan beslenmesinde gerekli olan enerji ve protein gereksinimlerinin biiyiik
bir kismi tahillarla karsilanmaktadir (Cengiz 2006). Ulkemiz 23.9 milyon hektarlik
kullanilabilir tarim alanma sahiptir. Bunun %67°lik pay ile ilk swrada bugday, ikinci
sirada %24°luk payla arpa ve %6°lik payla {iglincii sirada misir takip etmektedir.
Ulkemizde 2016 yilinda bugday tiretimi 7,671.945 hektarlik ekim alani verim ise 2,710
Ton/Ha, arpa {iretimi 2,740 hektar ekim alaninda, 2,48 Ton/Ha verim, misir ise 680 bin
hektar ekim alanin i¢in 941 Ton/Ha verim ile ii¢iincii sirayr almaktadir (Anonim a).
Istatistik verilere gore insan beslenmesinde tiiketilen giinliik kalorinin % 22 si musir

bitkisinden karsilanmaktadir (Idikut vd. 2015).

Misir bitkisi tiim diinyada kullanilan yaklasik 900 milyon niifusun tiikettigi bir gida
maddesidir. Anavatan1t Amerika'dir. 1492 'de Amerika’nin kesfi ile musir tiim diinyaya
yayilmustir. Gegen siire iginde Italya, Fransa, Portekiz, Hindistan, Balkan Yarim Adasi
ve Kuzey Avrupa’ya kadar yayilmaya devam etmistir. ABD, Arjantin ve Brezilya
diinyada musir ihracati yapan iilkelerken, Meksika, Japonya ve Giiney Kore misir
ithalini yapan iilkelerdir (Zeybekoglu 2012). Diinyada misir tiretimi yapan iilkeler

Sekil 1°de verilmistir.
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Sekil 1.1 Diinyada misir tiretimi yapan tilkelerin paylart (%)(Anonim a)

Amerika'nin bir eyaleti olan New Mexico'da yapilan bir arkeolojik ¢alismada, kaya
pargalarinin arasinda bulunan misir pargalart 5 bin yillik, 1954'te Meksika'nin
bagkentinde yapilan kazi ¢aligmalarinda bulunan nusir ¢igek tozlarmm 7 bin yillik

oldugu bulunmustur.

Diinyada musir verimi 2007 yilinda 5.0 Ton/ Ha iken, 2014 yilinda 5,6Ton/Ha ile
biiyiik bir artig gdstermis olup, 2016 yilinda 5,7 Ton/Ha ile rekor verime ulagmistir.
Ulkeler arasinda ABD yillara gore biiyiik bir misir verimine ulagmistir. Cizelge 1°de

yillara gére verim belirtilmistir (Anonim a).

Cizelge 1.1 Ulkelerin ve Diinyanin genel misir verimi (ton/ha) (Anonim a)

Ulkeler 2007108 = 200803 200910 | 2010011 | 2041112* 2012(13= 201314 | 2014/15 2015116 201617

AB 6,0 7.2 69 7,0 7,3 6,0 65 7.9 6,3 6,6
Cin 54 56 53 55 58 59 6,0 58 59 6,0
Kazakistan 46 4.4 48 4.8 5,0 52 53 53 53 54
Kanada 8,5 9.1 8.4 9,8 8,9 9,2 9,6 9.4 10,3 93
Misir 8,0 79 8,0 7,7 79 7.7 8,1 81 8.0 8,0
Arjaniin 8,5 6,6 78 6,4 57 6,6 6,6 73 7.4 7,3
Tiirkiye 6,8 7.2 72 7.3 7 7.4 89 9,0 9.3 10,3
Meksika 32 33 33 3,0 31 31 3.2 35 36 3s
Diinya 5,0 5,0 5,2 5,0 5,1 4,9 5,6 5,6 54 57




Tiirkiye'de 1950'i yillarinda Karadeniz ve Marmara Bolgeleri bagta olmak iizere
retimi  yapilirken, 1980'den sonra Akdeniz ve Ege Bolgelerinde yapilmaya
baslamistir. Giineydogu Anadolu ve I¢ Anadolu Bélgesinde son zamanlarda Giretimi
tnemli derecede artmustir. Sekil 1. 2 de tane muswr tiretimi yapan iller gosterilmektedir

(Anonim a).

— -
;ﬁ% Kastanonky _-\,.,\-
| A P T
) ot - I4 - . "_‘“f72 ?1!;\12\\71
. ivic 1 B t@mad =, ¥
2 o S{:':”“""' WaAsYt il *.:lerI“\" o L~ g 7

pFS E(_/ -" WAL 3 _.l"\ sy -\}b’; fRa| ¢
ANTARN 3 Y o S Javmt i

i = =, ERAUBLN e i
J‘ VOZEAF H‘ SiEAY ﬂ'u:\'t AN '_S (: AGR l"tl.ufaxg

(-4
x
]

3 = b
: . {
AL . Y P il = _,_o-r
g . [ L e P i T,
% o ST - BINGOL L E
- - -
\ "
Al % VAN l
L
(e .
- SLALAT, e = 3 L

2001 hin ton wzeri
A0-200ban ton arist
2030 hin on aras

11020 bin ton arast

ococonm

10 Bbin ton ve alu

Sekil 1.2 Turkiye’de tane misir tretimi yapan iller ve tiretim miktarlar1 (Anonim a)

Ulkemizde misir tiretimi: 2007 yilinda ekim alani 518 bin hektar verim ise 6.83 ton/ha;
2013 yilinda 623 bin hektar, verim ise 7.39 ton/ha ve 2016 yilinda ise ekim alant 680
bin hektarken verim ise 9.41 ton/ha olarak yillar igerisinde bir artis oldugu
gozlenmektedir. Devletin musir iiretimi i¢in tegvik etmesi, sulanabilir arazilerin
¢ogalmasi ve hibrit misirlarin kullanilmasi yillara gére musir tretiminde artisa sebep

olmustur.




2007 518 3.530 6,83
2008 593 4.270 7,20
2009 592 4.250 7.18
2010 584 4.310 7.26
2011 389 4.200 7.13
2012 623 4.600 7,39
2013 G660 5.900 8.94
2014 659 3.950 9.03
2015 688 6.400 9,30
2016 G8OD 6.400 941

Sekil 1.3 Turkiye 2007-2016 yillar1 tane misir ekim alani, tiretim ve verimi (Anonim

a)

Poaceae familyasinin bir tiyesi olan misir (Zea mays L..), monokotiledon bir bitkidir.
Bitki monoiktir. Misir bitkisinin en iyi blytime sicakligi 25-30°C’dir. Minimum 10-
11°C de ¢imlenmeye baslamaktadir (Biber vd. 2005). 90 ile 120 giin arasinda geligimi
(vejetasyon) gergeklesmektedir. Bitkinin ilk ekimi Nisan-Mayis aylarinda, ikinci ekimi
ise Haziran-Temmuz aylarinda uygundur, Yiiksek verim ve kalite icin su ihtiyacinin
iyi karsilanmasi  gerekmektedir. Vejetasyon siiresi iginde 400-750 mm su
verilmektedir., Misir bitkisinin ekimi yapilacak topragin ise organik ve inorganik

maddelerce zengin, islenebilir ve su tutma kapasitesi yiiksek olmalidir (Anonim a).

Farkli adaptasyon ozelligi gostermesiyle Diinya’nin farkli bdélgelerinde kiiltiiri
yapilabilmekte ve 50° kuzey enleminden 50° giiney enlemine kadar ayrica deniz

seviyesinden 3000m yiiksekliklere kadar tarimi yapilabilmektedir (Cémertpay 2008).

Misir bitkisi serin iklim ve sicak iklim tahillar arasinda en yiiksek verimi gdsteren bir
bitkidir. Giines enerjisini en iyi kullanabilme &zelligi ile birim alanda en fazla kuru
madde alimini saglamaktadir. Tnsan beslenmesinin yani sira nisasta, glikoz, yag ve
yem sanayinde ham madde olarak kullanimi da yaygindir. Misir tanesinde bulunan

ham yag en yliksek deger veren besin maddesidir. Misirda bulunan nisasta oraninin




yiiksek olmasi bitkinin beslenme degerini arttirmaktadir. Buna paralel olarak hayvan

yemi alaninda kullanimi da giderek artmaktadir (Cabuk 2010).

Misir ayn1 zamanda insan hayatinda musir 6zii yagi, misir sekeri, misir nisastasi,
konserve, misir unu, cips, ¢erez, tatlandiric1, sekerleme, ¢iklet, ¢ikolata iiriinleri, bebek
mamalari, salata soslari, alkol, yiiksek fruktozlu musir surubu, etanol, temizlik

malzemeleri ve aspirin gibi bazi ilag tiretiminde kullanilmaktadir (Ozcan 2009).

Bugdaygiller familyasinin Maydeae oymagma giren misir bitkisi, bitkiler dleminde,
kapali tohumlular (Magnoliophyta) boliimiinde, bir genekliler (Liliopsida) sinifinda,
Poales takiminda, bugdaygiller (Poaceae) familyasinda yer almaktadir. Misir gesitleri 8

ana grup altinda toplanmaktadir; Bunlar

Botanik Adi Ingilizce Adi Tiirkge Adi

Zea mays indentata Sturt, Dent corn At digi musir
Zea mays indurata Sturt. Flint corn Sert misir

Zea mays amylaceae Sturt. Floury corn Unlu musir

Zea mays sacharata Sturt. Sweet corn Seker misir

Zea mays everta Sturt. Pop corn Patlak (cin) misir
Zea mays ceratina Kulesch Waxy corn Mumlu misir
Zea mays tunicata Sturt, Pod corn Kavuzlu misir
Zea mays ebduricang Sturt. Kalten corn Kaltir misir

Ulkemizde kolaylikla elde edilebilen at disi misir, muisir unundan ekmek yapilan
yerlerde kullanilan sert misir, gerezlik olarak kullanilan seker misir ve cin misir genel
olarak iretim standartlarina gore ilk sirada yer alan musir varyete gruplaridir (Cabuk

2010).

Patlak musir1 olarak da bilinen cin misiri igerigindeki yiiksek vitamin ve mineraller

nedeniyle beslenme agisindan tercih edilen bir iiriindiir. Ayn1 zamanda tok tutucu ve



mide asidini emici 6zelliginin yam sira besleyici ve zengin igerigi nedeni ile hayvan

yemi olarak kullanimi yaygindir (Ozkan 2007).

Diigiik kalorisi ve tam tahilli musir enerjisi alimi ile aghk duygusunu azaltmas ile
vilcut kilo kontroliinde de yardimei olmasindan dolayi diger misir gesitleri arasinda
daha ¢ok tercih edilmektedir. Cin musirlar, taneleri en sert ve kiigiik olan musirlardir.
Kisa vejetasyon siiresine sahip olup, genellikle gerezlik olarak degerlendirilmekte ve
yiksek fiyatla alict bulmaktadir (Ozkaynak vd. 2001). Cin musirmin ekim ve
tiretiminin yaygin olmamasi nedeniyle diger iilkelerden ithal edilmektedir. Burdur ve
Isparta illeri basta olmak iizere Ege Bélgesinde ekiminin yapildigi bilinmektedir. Cin
musirmin her gegen giin tiiketimin artmasi ihtiyag arzini meydana getirmistir. Bu
ihtiyacin giderilmesi igin tane veriminin yiiksek ayni zamanda lezzetli, kaliteli,
patlama orant ve patlama hacminin yiiksek misir elde edilmesi istenmektedir. Bunun
icin ise molekiiler tekniklerden yararlanilmaktadir. Bu sayede islah ¢alismalar:

hizlandirilarak istenilen 6zellikteki iiriinler elde edilmektedir (Ozkan 2007).

Bitki 1slahinda ¢ok gesitli alanlarda biyoteknoloji kullanilmaktadir. Bitkilerin genetik
yapilarinin ve akrabalik diizeylerinin belirlenmesi amaciyla yapilan bu tiir arastirmalar
sonucunda ulagilan veriler, ¢esit gelistirilmesinde kullanilabilmektedir. Bitkiler ve
diger bazi canlilarin gen haritalarinin tespit edilmesi ve klonlama ile diger genotiplere

aktarilmasi da bitki 1slahinda biyoteknolojinin nemini vurgulamaktadir (Anonim b).

Molekiiler teknikler 1slah ¢aligmalarinda son yillarda kullanilan ileri metotlardir
(Gethiet al, 2002; Barata et al.; Carena, 2006). Bu yontemler protein(biyokimyasal)
markérleri,morfolojik markdrler ve DNA (molekiiler) markérler olmak iizere ii¢ farkh
kisimda calisimaktadir (Giirkok 2009).DNA markérleri bitkinin biyotik ve abiyotik
faktorlerden etkilenmemesini saglamasmin yaninda. Bitki gelisiminin herhangi bir

evresinde bile gozlenebilir olmalari nedeniyle islah ¢aligmalarinda bitki materyallerinin



seleksiyonu igin segilebilecek en uygun yéntem oldugu kagimilmazdir (Kanlitepe vd.

2010).

Ayni zamanda ekonomik, kolay ve giivenilir olmasi nedeniyle son yillarda oldukga
tercih edilmektedir (Giileg ve ark., 2010). Molekiiler bilginin ve teknolojinin gelisimine
paralel olarak SSR, ISSR, RFLP, RAPD gibi metotlar gelistirilmistir. DNA yapisinin
polimorfizmi iizerine dayal olan genetik isaretleyiciler bitkinin farkli kisimlarinda ve
farklt zamanlarda uygulanabilmektedir. DNA molekiiler isaretleyiciler yeterli ve bol
miktarda olmalidir (Fan et al. 2003).

Molekiiler markérler;
* genetik haritanin hazirlanmasinda,
+ genetik akrabaliklarin belirlenmesinde,
* 1slah edilen gegitlerin korunmasinda,
e genom organizasyonunda,
*  parmak izi,
¢ tohum islahinda,

yaygn olarak kullanilmaktadir (Yorgancilar vd. 2015).

RFLP (Kesilen Parga Uzunluk Polimorfizmi) ilk kesfi yapilan bir  yontemdir.
Caligilacak olan bitkinin genomik DNA's1 restriksiyon endoniikleazla kesilerek agoroz
jelde yiiriitiiliir. Sounthern blot yontemi ile membrana aktarilir. Cesitli isaretleyiciler
(biotin) ile markdor olarak kullanilan DNA pargalari isaretlenerek membrandaki DNA ile

eslenir. Boylelikle dayanikli ve duyarli olan bitkiler digerlerinden ayrilmaktadir.



Giivenilir olmasinin yaninda tiirler arasinda transferi miimkiindiir. Bu teknikte DNA’nin
¢ok miktarda gerekli olmasi, pahali ve zaman alici olmasindan dolay1 dezavantaj

saglamaktadir (Devran, 2017).

RAPD (Rastgele Cogaltilmis Polimorfik DNA) teknigi RFLP'deki olumsuzluklara kars:
gelistirilen bir tekniktir. Bitkiler 9-10 niikleotid uzunlugundaki primerler kullanilarak
PCR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu) kullanilarak ¢ogaltilmaktadir. Béylelikle primerler
rastgele genoma baglanir. Elde edilen iriinler elektroforez edilerek etidyum bromiirle
boyanmaktadir. Saglam ve hassas bitkiler birbirinden ayrilmaktadir. RAPD kolay, hizli
ve dizi bilgisine gerek olmayan bir tekniktir. Ancak PCR isglemi sirasinda farkli

eslesmelerin olmasi sonucu giivenilirligi diisiiktiir (Devran, 2017 ).

AFLP (Basit Tekrarli Diziler Arast Polimorfizm) tekniginde genomik DNA ve 1slah
edilen bireyin DNA'lar1 iki farkli enzim ile kesilmektedir. Elde edilen bu DNA pargalari
ligasyon ile birlestirilir. Bu iirlinler baz eklenmis primerlerle tekrar PCR yapilmaktadir,
PCR iiriinleri poliakrilamid jelde yiirtitiiliir. Sonuca gore degerlendirilme yapilmaktadir.
Sonuglarm tekrarlanabilir olmast ve bir seferde birden fazla bolge tanimlanabilmesi

yoniinden 6nemli ancak pahali bir tekniktir (Devran 2017).

ISSR (Basit Tekrarli Diziler Arasi Polimorfizmler) yonteminde 2,3,4,5'li niikleotidler
genomda rastgele PCR'la ¢ogaltilmaktadir. Bu iiriinler agaroz jelde yiiriitiiliip etidyum
bromiirle boyanarak degerlendirme yapilmaktadir. Genetik haritanin belirlenmesinde,
evrim biyolojisinde, genlerin klonlanmasinda siklikla kullanilmaktadir. Hizli, giivenilir
ve diisitk maliyetli olmasindan dolayr RAPD ve AFLP teknigine gore daha ¢ok
kullanilmaktadir (Yorgancilar ve ark., 2015).



Bu amagla kullanilan en yaygin tekniklerden biride SSR teknigidir. Bu teknik,
tekrarlanan dizilerin iki ucuna baglanan primetlerin bu belirlenen bélgeleri PCR’la
¢ogaltmasi mantigina dayanmaktadir. PCR iiriinleri, agaroz jel ve poliakrilamid jel
aracihg ile biiyiikliiklerine gore ayrilir (Giirkdk, 2009). SSR veya mikrosatelitler
okaryotik genomlar boyunca dagilmig bulunan DNA dizilerinde tekrar edilen en kiigiik
birimleridir, 2-6 niikleotid gruplarindan olusmaktadir. Bu gruplar &rnegin (AT)n,
(ATT)n, (CTT)n veya (GACA)n seklinde gosterilmektedir. SSR dizilerini gevreleyen
bolgeler biliniyorlarsa bu bélgeye gére primerler tasarlanabilir. Bu bolgelerin PCR ile
¢ogaltimi yapilarak bununla beraber akraba tiirler arast SSR primerleri farkli canlilarda
kullanilabilir. DNA replikasyon sirasinda meydana gelen sorunlar mikrosatalit
sayilarinin farkli olmasina neden olmaktadir. Bu farkhliklar jel elektroforezi ile ortaya

cikmaktadir.

Genomun ¢esitli bolgelerindeki 2 ya da daha fazla niikleotid diziliglerinin ardigik
tekrarindan olusan mikrosatelitler, populasyon hakkinda; hem genetik uzaklik ve hem
de homozigotluk derecesi hesaplanarak islah ¢aligmalarina yén verilebilmektedir. Islah
calismalarint hizlandiran bu metotlarla eldeki materyal kisa zamanda degerlendirilmek
lizere incelenmektedir. Bu sekilde ¢aligmanin her safhasi kontrollii olarak

yapilabilmektedir (Okumus vd. 2009).

Bu galigmada onceki yillarda yetistirilmis cin (patlak) musir saf hatlarinin genetik
uzakliklarinin belirlenmesi ve bu hatlar arasindan en iyi hibrit cin misir1 melezini
olusturabilecek kombinasyonlarin olusturulmasi amaglanmaktadir, Bazi kamu arastirma
enstitiileri cin musir 1slaht konusunda ¢aligma yapmaktadirlar. Bu ¢alismada Samsun,
Karadeniz Tarimsal Arastirma ve Antalya, Bati Akdeniz Tarimsal Arastirma Enstitiileri
tarafindan gelistirilmis cin misirt saf hatlari arasindaki genetik uzakliklar belirlenmeye

calismistir,

Calisma, TUBITAK, TOVAG 1003 214 O 004 numarasi ve “Cin Misirinda Adaptasyon
Yetenegi Yiksek, Kaliteli, Verimli, Yerli Hat ve Cesitlerin Gelistirilmesi” adi ile



yiiriitiilen projenin bir kismidir. Caligmanin ileri asamasinda adaptasyon yetenegi
yiiksek, verimli, kaliteli ve uluslararasi gesitlerle rekabet edebilecek yerli hibrit

cesit/cesitleri gelistirmek amaglanmistir,
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2. KURAMSAL TEMELLER

Comertpay (2008), tarafindan yapilmig olan ¢alismada 13 morfolojik &zellik ve 13
SSR marko6r kullanarak, 20 agik tozlanan Tiirk yerel popiilasyonlart hem morfolojik
hem de genetik 6zellikleri incelenmis olup morfolojik &zellikler (kogan yiiksekligi,
kogan tane agirhig, bitki verimi, tepe puskiilii, kogan kalinlhigi) olarak gozle goriiliir
sekilde farklilk oldugu, genetik olarak ise kullanilan SSR lokuslarmmn polimorfik
oldugu bulunmus bu isaretleyiciler sonucunda yapilan UPGMA analizine gore yerel

musir popiilasyonlarinin iki ana gruba ayrildigi tespit edilmistir.

Oztiirk vd. (2016), otuzbes adet cin musiri hattinin bazi kalite dzelliklerini incelemis
olup tiirler arasinda tane nemi, patlama hacmi, patlamayan tane orani, tane irilikleri,
afizda sakizlagma, lezzet testleri gibi ozelliklerde istiinliik gdsteren tiirleri tespit

etmigtir.

Elgi vd. (2014)’nin ¢aligmasinda ticari neme sahip 3 musir F1 hibrit gesidi 50 adet basit
dizi tekrarlar1 (SSR) isaretleyicileri kullanilarak analiz edilmis olup ¢alisma sonucunda
tohumlarin genetik saflik analizi %98 den yiiksek homoloji oram ile sonuglanip

hibritlerin ti¢ ana grupta toplandig tespit edilmistir.

Okumus (2009), tarafindan 2006-2009 yillar1 arasinda gergeklestirilen bu ¢alismada
belirlenen musir hatlart 35 farkli SSR primeri kullanilarak 50 farkli kendilesmis misir
genotipi benzerliklerine gére dendrogram yardimi ile heterotik gruplara ayrilmistir,

Calisma sonucunda tescil i¢in aday 21 genotip tespit edilmistir.

Ozkaynak (2001), tarafindan yapilan ¢alismada 15 kendilenmis cin misirimin verimi ve
verimle ilgili &zellikleri arasindaki iligkinin belirlenmesi amaglanmustir. Incelenen

ozellikler bakimindan hatlar arasinda farkliliklar tespit edilmistir.
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Ozkan (2007), tarafindan Cukurova da yapilmis olan bu ¢aligmada iki gesit cin misirt
ile 7 farkli azot dozu kullanilmigtir. Tane verimi, agisindan azot dozlarinin etkisi énemli

bulunmus olup her iki gesit i¢inde azot dozunun 20kg N\da oldugu tespit edilmistir.

Erdal vd. (2012), tarafindan 14 cin musirt melezi ile yapilan bu performans
¢aligmasmda genotip, gevre ve genotip ¢evre interaksiyonu yapilan varyans analizinde
onemli kabul edilmis ve kareler toplami sirastyla %12.9, %67.9 ve %19.2 seklinde ifade

edilmistir.

Idikut vd. (2015), tarafindan Kahramanmaras kogullarinda yiiriitiilen bu galismada 13
cin musirt genotipi kullanilarak tepe piiskiilii ¢ikis siiresi, bitki boyu, tane verim degeri,
patlama hacmi, gibi kriterler incelenmistir. Iki yil siiren deneme sonuglarina gére tepe
pskiilii gikig stiresi 54-66 giin, bitki boyu 134-181 cm, patlama hacmi 10-22mg-1, tane
verim degeri 369-498kg da-1 olarak belirlenmistir.

Goziibenli vd. (2000), yapmis oldugu ¢aligmada cin misirinmn en 6nemli kalite
kriterinin patlama hacmi oldugunu belirtmiglerdir. Patlama hacmi ise tane iriligi ve nem
igerigini etkileyen en onemli iki 6zelliktir. Cin misirinin patlama 6zelligini ve nem
igeriklilerinin belirlenmesi igin yiiriitiilen bu ¢alismada 6 adet tane iriligi, 5 adet nem
icerigi denemeleri kurulmustur. Caligma sonucunda farkli tane iriligi ve misirdaki nem
oraninin patlama 6zelligi tizerinde biiyiik bir etkisinin bulundugu belirtilmistir. Patlama
orant tane iriligine gore artmig olup, en yiiksek patlamis tane degerinin, biiyiikliigii en

iyi tanelerde oldugu belirlenmistir.

Tekkanat vd. (2005), tarafindan cin musir gesitlerinin verim ve kalite ile ilgili
ozelliklerinin incelenmesi, yiiksek verimli ve kaliteli cin musir gesitlerinin belirlenmesi

amactyla Karaman ekolojik sartlarinda yiiriitiilen bu ¢aligmada tesadiif bloklari deneme
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desenine gore 12 cin misir1 gesidi kullanilmigtir. Sonug olarak Orta Anadolu ekolojik

sartlarinda yetigtirilebilecek cin musirlart tespit edilmistir.

Sade vd. (1993), Mersin ekolojik kogullarinda iki cin musirmin gesitli ekim sikliklar
denemis olup maksimum tane veriminin 6666 bitki\da ekim sikliginda oldugunu
belirlemiglerdir. Ayrica bitki sikligi arttikga tane veriminin arttifi, daha sonrada

arttirilan bitki siklifinin tane verimini azalttigi bulgular arasinda verilmektedir.

Sezer ve Yanbeyi (1997), ¢alismalarinda cin musirt yetistiriciliginde kullanilan azotlu
giibrenin bitki boyu, tane verimi arttirdigini, kogan uzunlugu, kogan ¢api ve koganda
tane sayisini azalttifini tespit etmislerdir. En uygun bitki sikhigi olarak 7143 bitki\da
oldugu belirtilmistir.

Goékmen vd. (2001)’nin Tokat’ta yaptiklart ¢aligmada farkli azot oranlarinin ve bitki
sikliklarinin 25 farkli cin musirt {izerinde verim &zellikleri ve kalite karakterleri
incelenmistir. Azot miktari arttikga, bitkinin ¢igeklenme siiresinin kisaldigi, bitkinin
boyunun uzadigi, kogan boyunun kisaldigi belirtilmistir. Kalite karakteri bakimindan ise

patlama hacmi ile bin dane arasinda ters oranti oldugu tespit edilmektedir.

Orktemvd. (2001), ¢cahsmas: Harran ovasi ekolojik kosullarinda gerceklestiren, ikinci
iiriin olarak yetistirilen cin misirinda uygulanan farkli azot dozlarinin (12, 18, 24, 30 ve
36 kg N\da ) bitkide tane oranina etkisini belirlemek amaciyla yapilmistir. En yiiksek

tane verimi 36 kg N\da azot dozunda oldugu tespit edilmistir.

Gokmen (2004), tarafindan cin misirinda 7 farkli nem oraninda 3 farkli ortamda tuz,
yag ve tuzsuz olarak patlatilarak yapilan g¢alismada; patlama hacmi, tane bilyiikliigii,

patlamayan tane orani incelenmis olup nem oraninin misirin patlama hacmine 6nemli
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olgiide etki ettigi belirtilmistir. En diisiik patlama hacmi yag ve tuzlu tavada yapilan

patlatmada kaydedilmistir.

Sakin vd. (2005), 21 cin misir1 ¢esidi ile Tokat Kazova kosullarinda tane verimi ve
patlama hacmi gibi kriterlerin belirlenmesi amaciyla yaptiklart bu ¢aligmada patlama
hacminin en énemli kalite karakteri oldugunu tespit etmislerdir. Patlama hacminin daha
iyi sonu¢ vermesi igin agik dollenen gesitlerden se¢im yapilmasi gerektigini

belirtmislerdir.

Giiven (2006), tarafindan yapilan ¢aligmada 5 farkli cin misir1 genotipi kullanarak,
musirdaki patlama giiciinii belirlemek amaciyla farkli mikrodalga firini giicii belirlemek
amaciyla farkli voltajlarda 6lgiim yapmustir. En yiiksek patlama giicli 20 gr {iriin
miktarinda 900W olarak belirtilirken, en diisiik patlama giicii ise 20 gr {iriin miktarinda

720 W firin giiciinde oldugu tespit edilmistir.

Gedik (2016), tarafindan Karabiik iline bagl olan Safranbolu ilgesinden toplanan safran
bitkisinin SSR markoérleri ile yabani akrabalarina aktarilabilmesi amaciyla yapilan bu
caligmada gelistirilen SSR primer giftlerinin safran bitkisinin genetik yapisinin
belirlemesinde ayni zamanda en yakin yabani tiirli Crocus cartwirightianus olarak

belirlenmistir.

Aslan (2015), bu ¢alismasinda Tiirkiye kdkenli farkli gen bankalarina ait olan 384 tane
yulaf genotipinin birbirlerine olan akrabalik dereceleri belirlemek amactyla 40 SSR
markiri ile genotiplemis ve 130 alel elde etmistir. SSR verilerine gore elde edilen
dendrogram incelendiginde yerel yulaf bitkisinin ¢esitli varyasyonlar gosterdigi aym
zamanda genetik oOzellik bakimindan benzerliklerinin - %51 oraninda oldugu

belirtilmistir.
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Zeybekoglu (2012), yaptigi bu ¢algmada at disi misimin genetik cesitliligini
belirlemek amaciyla 96 adet hatta 26 adet polimorfik SSR primeri kullanmigtir. Bu
primerlerden phi008, phi08, umc1122 ve umel1630 primerlerinin monomorfik diger 22
primerin ise polimorfik oldugu belirlenmistir. Elde edilen filogenetik agag verilerine

gore misir hatlarinin2 grup olugturdugu belirlenmistir.

Gebologlu (2016), yaptig1 bu ¢aligmada 23 adet ekmeklik bugday gesidinin DNA’sim
izole edilmistir. Elde edilen DNA belirlenen 32 tane primer ile analiz edilerek
dendrogram olusturulmustur. Dendrogram verilerine gore ekmeklik bugdaymn iki ana

gruba ayrildig1 bunlarin ise kendi aralarinda alt gruplara ayrildig1 belirlenmistir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

Bu ¢alismada kullanilan cin misir hatlart 2015 yili Subat ayinda Bati Akdeniz Tarimsal
Arastirma Enstitiisii, Karadeniz Tarimsal Aragtirma Enstitiisii ve POLTAR Tarim
Uriinleri Ltd. Sti’den temin edilmistir. Bu ¢ahsma kapsaminda 64 adet cin musir hatti

kullanmilmigtir. Hatlar ¢izelge 3.1°de verilmistir.

Cizelge 3.1Cin musirt hatlari

SwraNo Kod 2014 orjin | Kurulns SiraNe Kod 2014 orjin | Kurulug
1 Cin Masir 001 14301 ANTALYA 33 Cin Masi 033 14606 ANTALYA
-3 Cin Masw 002 14305 ANTALYA | 3 | Ciadfuew03s 14611 ANTALYA
3 Cist Maser 00 14508 [ ANTAIYA 33 Cin Masir 057 | 11.6.37.08 POLTAR
4 Cin Maser 004 \acidd ANTALYA 36 Cin Miswr 0338 |26.C-30-06 | POLTAR
5 Cin Masw D05 14512 ANTALYA 37 Cin Miswr 059 | 36C-11-01 POLTAR
6 Comdasw006 | 1513 antarva| % | cindur0so [5s.c2003 | POLTAR
1 Cin Masar 007 14514 ANTAIYA 32 Cin Misar 061 | $8.C.19.01 POLTAR
8 Cin )\ fasir 008 14316 | ANTALYA 40 Cin Misw 062 | 62-C-19-06 POLTAR
o Cin Mistr 009 14517 ANTALYA 41 Cin Misir 063 |65.C-42.02 | POLTAR
10 Cin M 010 14518 | anTarya | 42 Cin Missr 064 |73.C.7.01 POLTAR
i Cin M 011 14519 ANTALYA 43 Cin AMiswr 065 | 80.C-15.03 POLTAR
12 Cin Maser 012 14521 ANTALYA 42 Cin Mz 066 1123.C-15-09 | POLTAR
13 Cin Musr 013 | 32 | angpagys | 43 TCK+4 |KTAE SAMSUN
14 Cin M 014 14325 |AwTAaLYA + TCK-6 |KTAE SAMSUN
15 Cin Miser 015 14526 JaxTarva| V7 | Toks  [xTaE SAMSUN
16 Cin Maar016 14527 | axTarva| 48 TCK-10 |KTAE SANSUN
17 Cine Musar 017 14328 ANTALTA k. TCK-14 |KTAE SAMSUN
18 Cir Musrr 618 14538 | antarya| ¢ TCK.32 |KTAS SANSUN
19 Cir s 010 14544 ANTALYA al TCK.36 |[KETAE SAMSUN
20 Cin Masar 020 a5z ANTALYA 32 TCK-53 [KTAE SANSUN
i) Cin Masw D21 14343 | anTaLva| B TCK-59  |KTAE SAMSUN
22 Cin Miser 032 14560 | anrarva | 34 TEK-61  |KTAE SANGSUN
3 Cm Shsw 033 13562 |ANTALTA 53 TCRGX  |RTAE SANUN
24 Cins Miser 024 14363 [ ANTALYA 36 TCK-64 |KTAE SAMSUN
25 Cen M 023 14568 ANTALYSA 37 TCK.65 |KTAE SAMSUN
26 Cin Maser 026 14569 | axTarva| 98 TCK-70 |KTAE SAMSUN
27 Cin Misg 027 L8 | ANTALYA 32 TCK-72  |KTAE SANSUN
28 Cin 2l D25 14586 ANTALYVA 60 TCR-T7  |KTAE SAMSUN
29 Cin Nser 20 14307 | anrarva| 91 TCK-82  |KTAE SAMSUN
30 Cin Muswr030 | 14600 |axTarva| 62 TCK-83 |KTAF | SAMSUN
31 Cin Masir 831 14603 | anTALYA | % TCK-116 |KTAE SAMSUN
2 Cin Maser 032 14604 JanTarya | O TeK-230  |MEAE SANMSUN
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3.2. Yontem

3.2.1 Cin nusir ¢esitlerinin ekimi ve yetigtirilmesi

Tez ¢alismast kapsaminda kullanilan cin misir hatlari, Cankiri Karatekin Universitesi,
IF'en Fakiiltesi, Biyoloji Béliimii’nde laboratuvar ortaminda ve saksilarda yetistirilmistir.
Cesitlere ait tohumlar, 20 cm ¢apinda ve 1:1 (v/v) oraninda torf ve perlit karisimi ile
doldurulmus saksilara ekilmistir. Ekim her saksida 6 fide olacak sekilde ayarlanmistir.
Cimlenme donemi ve fide dénemi boyunca bitkilere ait gerekli sulama ve bakim
islemleri yapilmigtir DNA izolasyonu igin fideler iki yaprakli ddnemine kadar

bekletilmistir. Misir fidelerine ait goriintiiler Sekil 3.1°de verilmistir.

Sekil 3.1Cin musirt hatlarinin yetistirilmesi
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3.2.2 Cin misir1 hatlarimm toplanmasi

Bitkiler iki yaprakli dénemine geldiginde steril bisturi yardimiyla alinarak 6nceden

etiketlenmis olan altiminyum folyolara sarilmistir. Sivi azot igerisinde dondurulan bu

dokular DNA izolasyonu i¢in -80°C’de muhafaza edilmistir,

Sekil 3.2a,b) Bitkilerin hasat edilmesi ¢) Bitkilerin etiketli folyolara alinmasi d )

dokularm sivi azotta dondurulmasi

3.2.3 Bitki Materyallerinin Genomik DNA izolasyonu I¢in Hazirlanmasi

DNA izolasyonu igin -80 °C'de muhafaza edilen doku 6rneklerinden yaklasik 100 mg

(1-1,5 yaprak) tartilarak alinmis ve igerisinde 0,7 cm ¢apinda boncuk bulunan 2 ml'lik
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ependorf tiiplere yerlestirilmistir. Tiiplerde bulunan dokularin iizerine tekrar bir boncuk

ilave edildikten sonra tiipler hizli bir sekilde sivi azotta dondurulmustur.

Doku &rneklerinin  bulundugu tiipler, homojenizatér (TissueLyser II, QIAGEN,
Germany) cihazina yerlestirilmistir. Tiipler 30 Hz frekansta 45 saniye boyunca cihazda
tutularak dokularin pargalanmasi saglanmistir. Cihazdan alman tiipler tekrar sivi azot
icerisine alinarak dondurulmus olup genomik DNA izolasyonu igin hazir hale

getirilmigtir.

3.2.4 Genomik DNA izolasyonu

Misir hatlarinin genomik DNA izolasyonu, CTAB DNA izolasyon (Saghai-Maroof et
al. 1984, Doebley and Stec 1991) protokoliine gore gergeklestirilmistir. Siikroz ¢ozeltisi

hazirlamak igin;

50 mM EDTA,

120 mM Tris-HCI,

1 M NACI,
0.5 M siikroz,

%2 Triton-X 100 bir falkon tiipiine alinmigtir.

Hazirlanan ¢ozeltinin pH's1 8 olacak sekilde ayarlanmistir. Hazirlanan karigima en son
asamada %0.2 f-merkaptoetanol eklenerek 60°C'de bekletilmis ve hazirlanan karigimin

taze olarak kullanilmasi saglanmustir,
CTAB tamponu hazirlamak igin;

20 mM EDTA,

100 mM Tris-HCI,

1.5 M NACI ile %2 CTAB bir falkon tiiptine alinmig, 121°C'de latm basingta otoklav
edilerek steril hale getirilmigtir. Hazirlanan karigimin % 1 oraninda B-merkaptoetanol en

son agamada kullanilacak sekilde hazirlanmig ve 60°C'de bekletilmistir.
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Hazirlanan CTAB ve Siikroz ¢ozeltisi her bir drnek i¢in 1.2 ml kullamilacak sekilde

hesaplanarak hazirlanmigtir.

%100 Etanol her bir &rnek igin 2 ml konacak sekilde hazirlanmig ve - 20 °C' ye

kaldirtlmagtir,

%70 Etanol her bir 6érnek igin 1 ml olacak sekilde hazirlanmis ve - 20 °C' ye
kaldirilmagtir.

%100 Izopropanol (2- propanol) her bir 6rnek igin 1 ml olacak gekilde hazirlanmig ve -

20 °C' ye kaldirilmagtir.

24 ml kloroform, 1 ml izoamilalkol (24:1 v/v) karisim1 her bir tiipe 1 ml olacak sekilde

hesaplanarak hazirlanmis ve -20°C'ye kaldirilmigtir.

2 ml'lik ependorf tiiplere 150 mg (0.15 gr) polivinilpirolidon (PVP) tartilip konulmustur.
Her bir tiip i¢in 150 mg yaprak dokusu, igerisinde PVP bulunan tiiplere alinmig ve
homojenizator-TissueLyser cihazi yardimi ile pargalanarak toz haline getirilmistir. Her
tiipe toz haline getirilmis yaprak dokusu iizerine 1.2 ml 60°C'de bulunan siikroz
tamponu eklenmis ve vortekslenmigtir. Tiipler 10 dk araliklarla karistirilmak tizere 1
saat boyunca 60°C'de bekletilmistir. Bir saatin sonunda tiipler 10.000 rpm 'de 24°C'de
20 dk santrifiij yapilmistir. Santrifiijden sonra stipernatant faz dikkatli bir sekilde yeni
tiiplere alinmugtir. Siipernatant fazlarin bulundugu her bir tiipe, 1.2 ml CTAB tamponu
ilave edilmistir. Hazirlanan karigimlarin bulundugu tiipler 40 dakika, 60°C'de inkiibe
edilmis ve 10 dakikada bir karistirilmigtir. Tiipler daha sonra 12.000 rpm'de 15 dakika
24 °C'de santrifiij yapilmustir. Dikkatli bir sekilde her bir tiip igerisindeki karigim iki
yeni tiipe boliinmistiir. Tiplere 1 ml kloroform-izoamilalkol (24/1 v/v) eklenip
yumusakga 15-20 kez karigtirildiktan sonra 12.500 rpm 'de 24°C'de 15 dakika santrifiij
yapilmigtir. 1 ml izopropanol eklenen tiipler -20°C'de bir gece bekletilmistir. Bir gece
sonunda -20'de bekletilen tiipler, 12.000 rpm 'de 15 dakika 24°C'de santrifiij yapilmis ve
stvi kismu dikkatlice dokiilmiistiir. Pellete %100 saf etanol'den 2 ml eklenmis ve
dikkatlice pellet ylizdiiriilmustiir. 12.000 rpm 'de 24°C'de 10 dakika santrifiij yapilmis
ve daha sonra etanol dikkatli bir sekilde dékiilmiistiir. %70 etanol'den 1 ml eklenmis,
12.000 rpm 'de 24°C'de 15 dakika tekrar santrifiij yapilmis ve sonrasinda etanol

dikkatlice dokiilmustiir. Ttipler, etanol kalintilarint uzaklastirmak amact ile 3 dakika ve
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tiiplerin kapaklari agik olacak sekilde Speed Vakum santrifiij cihazinda 4 dakika
santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrasinda tiipler oda 1sisinda 3 dakika ve tiiplerin
kapaklar1 agik sekilde kurumaya birakilmistir. Tiiplerde bulunan pelletin tizerine 50 pL
¢ift distile (ddH20) su eklenmigtir. Tiipler, 1s1 blogunda 60°C'de 2 dakika pelletin
¢oziinmesi saglanacak gekilde bekletilmistir. Boylelikle izole edilen DNA 6rnekleri,

kalitatif ve kantitatif 6l¢iim i¢in kullanima hazir hale getirilmistir.

DNA &rneginin PZR reaksiyonlarinda kullanilabilmesi igin, izolasyon sonucunda elde
edilen DNA’nin kalite ve konsantrasyonun belirlenmesi gerekmektedir. Bu amagla elde
edilen DNA &rneklerinin konsantrasyonu NanoDrop Spektrofotometre (ND-2100c,
Thermo) cihazi kullanilarak belirlenmistir. DNA 6rneginin kalitesini belirlemek i¢in 2
pl DNA 6rnegi 0.2 ml’lik eppendorf tiiplere alinmus, lizerine 2 pl yiikleme boyasi
eklenmigtir. Hazirlanan &rnek TBE (Tris-Borik Asit- EDTA) soliisyonu igerisinde
bulunan %0.8’lik agaroz jele yiiklenmigstir ve 100 voltta, 60 dakika yiiriitilmiistiir.
Yiiriitme sonucunda agaroz jel UV transilluminatér goriintiileme cihazi yardimiyla
goriintillenmistir. Hatlara ait jel goriintiileri Sekil 23-31'de verilmistir. Hatlara ait

genomik DNA konsantrasyonlari Cizelge 2'de verilmistir.

325 Genomik DNA’larin PZR ile ¢cogaltilmasi

PZR reaksiyonlar: igin hatlara ait DNA 6rnekleri kalip olarak kullanilmigtir. Onceki
calismalarin incelenmesi sonucunda elde edilen verilere gore genetik yakinlig
belirlemek amaciyla 35 adet SSR primeri belirlenmistir (Smith 1997). Bu primerler
belirlenirken polimorfik olma 6zellikleri dikkate alinarak se¢im yapilmistir. PZR
reaksiyonu 25 pl hacminde hazirlanmigtir. PZR reaksiyonu igin toplam hacim 10X
tampon ¢ozeltisi, 25 mM MgCly, 10 mM dNTP, 10 nM ileri ve geri primer, 0.5 tinite
Taq DNA polimeraz ve DNA’y1 igerecek sekilde hazirlanmistir. PZR déngti kosullari
olarak 6n denatiirasyon 94°C'de 5 dk, 36 dongii boyunca denatiirasyon asamasi 94°C'de
1 dakika, primerin DNA’ya yapisma safthasi 50-60°C'de (primer ¢iftine gére degismek
iizere) 1 dakika, uzama safthasi 72°C'de 1 dakika ve son uzama safhasi da 1 déngii
boyunca 72°C'de 5 dakika seklinde gergeklestirilmistir. PZR reaksiyonlarinda kullanilan
SSR primerleri Cizelge 3.2' de verilmistir.
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Cizelge 3.2 Calismada kullanilan SSR markérleri ve markérlere ait dizi bilgileri

Primerler Markorlere Ait Sekanslar Baglanma
Sicakhklar
1
Phi072-F ACCGTGGCATGATTAATTTCTCCAGCCTT 64
Phi072-R GACAGCGCGCAAATGGATTGAACT 63
Phi076-F TTCTTCCGCGGCTTCAATTTGACC 63
Phi076-R GCATCAGGACCCGCAGAGTC 63
Phi083-F CAAACATCGACGCGTCACAGTCTACT 63
Phi083-R ATTCATCGACGCGTCACAGTCTACT 63
Phil12-F TGCCCTGCAGGTTCACATTGAGT 62
Phil12-R AGGAGTACGCTTGGATGCTCTTC 62
Phill6-F GCATACGGCCATGGATGGATGGGA 66
Phill16-R TCCCTGCCGGGACTCCTG 63
Phil29-F GTCGCCATACAAGCAGAAGTCCA 62
Phil29-R TCCAGGATGGGTGTCTCATAAAACTC 63
Phi081-F AAGGAACTGGTGAGACCCTCCTT 62
Phi0O81-R AGCCCGATGCTCGCCATCTC 63
Phi086-F TACGTCGACGAGATCACTGGTC 62
Phi086-R CCACCATGATGCACCCACACT 62
Phi099-F TACAAAAATCAGGACTGCGAAAAACCCAA 62
Phi099-R GTCGGTGTGTGATCCTTCCAC 62
Phi001-F TGACGGACGTGGATCGCTTCAC 64
Phi001-R AGCAGGCAGCAGGTCAGCAGCG 68
Phi002-F CATGCAATCAATAACGATGGCGAGT 61
Phi002-R TTAGCGTAACCCTTCTCCAGTCAGC 65
Phi015-F GCAACGTACCGTACCTTTCCGA 62
Phi015-R ACGCTGCATTCAATTACCGGGAAG 63
Phi026-F TAATTCCTCGCTCCCGGATTCAGC 64
Phi026-R GTGCATGAGGGAGCAGCAGGTAGTG 68
Phi041-F TTGGCTCCCAGCGCCGCAAA 63
Phi041-R GATCCAGAGCGATTTGACGGCA 62
Phi042-F ATGTGGCCATCATTCAATGCTGTAGAC 63
Phi042-R ACACATGCAGGTGCAGCCAGA 62
Phi043-F AGCTGTACCGCTACATTTGCGATACCAA 65
Phi043-R TCACAGTCAGGCCGAACGCTTCGTAG 68
Phi049-F CTTCTGTTCCGCCATCCAGTATGTT 63
Phi049-R GATTGCGATAACATTGCGGCAAGTTGT 63
Phi054-F AGAAAAGAGAGTGTGCAATTGTGATAGAG 62
Phi054-R AATGGGTGCCTCGCACCAAG 61
Phi064-F CCGAATTGAAATAGCTGCGAGAACCT 63
Phi064-R ACAATGAACGGTGGTTATCAACAGCC 63
Bnlgl666-F GCTGGTAGCTTTCAGATGGC 55
Bnlgl666-R TGTCCCTCCTCCAGTTTCAC 55
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Cizelge 3.2 Calismada kullanilan SSR markérleri ve markdrlere ait dizi bilgileri

(devam)
Primerler Markorlere Ait Sekanslar Baglanma
Sicakhklan
Bnlgl55-F ACCGAGTAGCCGAGACACG 51
Bnlgl55-R AGAGTCCTGGAGCCACATGAG 51
Bnlg128-F CACCTGGAGGGACCCATTCC 48
Bnlgl128-R AGGACCACAGGATCCATCCATCATCCT 48
Bnlgl127-F CATGTATACGAGAAGCACCCTAT 51
Bnlgl27-R ATCGTAACTCAGTTTGTG 51
Bnlgl105-F GACCGCCCGGGACTGTAAGT 46
Bnlgl05-R. AGGAAAGAAGGTGACGCGCTTTTC 46
Bnlg615-F CTTCCCTCTCCCCATCTCCTTTCCAA 46
Bnlg615-R GCAACCTGTCCATTCTCACCA 46
Bnlg421-F GGGGCAAGGACTTGTCGGT 55
Bnlg421-R AGCCAGTTGCCCAGCATCT 55
Bnlg249-F CCGGTCGCAGTTAGTAGATGAT 55
Bnlg249-R TCGGCGTTGATTTCGTCAGTA 55
Bnlgl197-F GCGAGAAGAAAGCGAGCAGA 53
Bnlgl197-R CGCCAAGAAGAAACACATCACA 53
Bnlg381-F TCCCTCTTGAGTGTTTATCACAAA 55
Bnlg381-R GTTTCCATGGGCAGGTGTAT 55
Bnlg2162-F GTCTGCTGCTAGTGGTGGTG 55
Bnlg2162-R CACCGGCATTCGATATCTTT 55
Bnlg619-F ACCCATCCCACTTTCCACCTCCTCCT 55
Bnlg619-R GCTTTCAGCGAATACTGAATAACGCGGA 55
Bnlg275-F TAACATGCCAGACACATACGGACAG 52
Bnlg275-R ATGGCTCTAGCGAAGCGTAGAG 52
Bnlg609-F GCTCGTTCTCGCCAGTGTGCCG 55
Bnlg609-R GGCCCGAGCCATCTCTGCTGC 55
Nc003-F ACCCTTGCCTTTACTGAAACACAAACAGG 50
Nc003-R GCACACCGTGTGGCTGGTTC 50
Bnlgl76-F TTACACCAAGGTCCGAAACAAGAT 57
Bnlgl76-R TCTTGGAAGGCAAGACTCTACCTG 57
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32.6 Polimeraz zincir reaksiyonlarimin analizi

Elektroforez PZR reaksiyonu sonucunda elde edilen {irlinler, agaroz jelde yiiriitiilmeden
once her PZR iiriinii izerine 3pl yiikleme boyasindan ilave edilmis ve PZR iirtinleri
agaroz jele yiiklenmeye hazir hale getirilmigtir. Elektroforez i¢in %1'lik konsantrasyona
sahip agaroz jel kullanilmigtir. PZR {irlinleri 10 pl olacak sekilde jele yiiklenmis ve 100
V'ta ve ortalama 120 dakika yiriitiilmiigtiic. Elektroforez islemi sonrasinda UV

transilluminator altinda jele ait goriintii almmugtir.

32.7 SSR Markor verileri kullanilarak elde edilen Dendrogram Analizi

Kullanilan musir hatlarinin  birbirlerine olan genetik benzerliklerinin belirlenmesi
amaciyla Phylipsoftware programi kullanilmigtir. Programin kullanilmasi sonucunda
elde edilen genetik benzerlik katsayilari kullanilarak Treeview programi ile UPGMA
(UnweightedPairGroupMethodwithAritmeticAverage) yontemi kullanilarak soyagaci
cizilmis ve saf hatlarinin gruplara ayrilmasi saglanmigtir. Hatlarin filogenetik

yakinliklarini ifade eden dendogram Sekil 4.69°da verilmistir.
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4. BULGULAR

4.1 Filogenetik Analizlere Ait Bulgular

4.1.1 Misir ¢esitlerine ait DNA izolasyon sonuclari

Cin musir bitkisine ait yaprak dokularindan elde edilen genomik DNA &rneklerinin
kalitesinin belirlenmesi amaciyla agaroz jel elektroforez islemi gergeklestirilmistir. Bu
islem sonrasinda jel UV transliiminatér 1sik altinda incelenerek DNA &rneklerinin
kalitesi belirlenmigtir. Veriler Sekil 4.1-4.9’da verilmistir.

Sekil 4.1. 1,4,7,14,17 numarali 6rneklere ait jel goriintiist

Sekil 4.2. 6,13,19,23,30 numarali 6rneklere ait jel goriintiisti
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Sekil 4.3-34,36,38,40,43,53 numarali 6rneklere ait jel gorintiisii

By ni ary

Sekil 4.4-8,27,35,41,60,61 numarali 6rneklere ait jel goriintiisii

Sekil 4.5-15,16,18,22,26 numarali érneklere ait jel gériintiisti
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Sekil 4.6-28,29,30,33,42,59 numaral 6rneklere ait jel goriintiisii

Sekil 4.7-5,12,31,32,40 numarali 6rneklere ait jel goriintiist

Sekil 4.8-46,48,57,58,59,63 numarali 6rneklere ait jel gériintiisii
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Sékil 4.9-9,25,37,54,55,56,62,54 numarali drneklere ai{je] ;gﬁr't'n-ﬁl'isii

Cin musiri 6rneklerinden izole edilen genomik DNA drneklerin NanoDrop (ND 2100c,
Thermo) Spektrometre cihazi kullanilarak 6lgiilmiistiir, Orneklere ait 6lgiim sonuglar
Cizelge 4.1°de verilmistir;

Cizelge 4.1 Calismada kullanilan DNA &rneklerinin Nanodrop sonuglari

Ornekler Tarih DNA 260nm\280nm | 260nm\230nm
Konst.(ng/pl)

11 26.3.2015 381,9 2,11 2,13
12 26.3.2015 459,1 2,3 1,08
21 21.3.2015 1,9 2,3 0,82
22 21.3.2015 22,9 2,08 3,01
31 21.3.2015 16,4 2,19 2,14
32 21.3.2015 122 2,08 2,05
4 1 26.3.2015 871,7 2,25 0,63
42 26.3.2015 755,1 2,15 2

51 30.3.2015 78,7 2,49 0,45
52 30.3.2015 77,6 2,65 0,38
6 1 28.3.2015 29,4 1,74 0,6
6 2 28.3.2015 54,7 2,11 I

71 26.3.2015 528,7 2,09 1,54
d 2 26.3.2015 5133 2,07 1,81
g 1 29.3.2015 141,9 2,18 0,72
8§ 2 29.3.2015 125,7 1,57 0,41
9 1 23.3.2015 309,5 2,06 1,32
9 2 23.3.2015 309,5 2,14 1,52
10 1 21.3.2015 39 2,13 2,01
10 2 21.3.2015 36,4 2,13 2,01
1l 1 21.3.2015 120,1 2,04 1,4
11 2 21.3.2015 111,3 2,02 1,96
12 1 30.3.2015 8,7 1,67 0,24
12 2 30.3.2015 80,8 3,14 0,32
13 1 28.3.2015 401 2.3 0,82
13 2 28.3.2015 839,4 2.2 1,4
14 1 26.3.2015 254 2,17 1,17
14 2 26.3.2015 341 2,17 1,2
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Ornekler Tarih DNA 260nm\280nm | 260nm\230nm
Konst.(ng/pl)
15 1 30.3.2015 49.9 3,8 0,12
15 2 30.3.2015 52,4 6,25 0,08
16 1 30.3.2015 22 5,89 0,08
16 2 30.3.2015 79 2,95 0,17
17 1 26.3.2015 576,6 2,18 1,17
17 2 26.3.2015 526 2:15 1,37
18 1 30.3.2015 72,1 2,21 0,73
18 2 30.3.2015 65,3 2,39 0,28
19 1 28.3.2015 339,2 2,04 1,35
19 2 28.3.2015 354,4 2,23 0,91
20 1 21.3.2015 77,4 2,08 2,14
20 2 21.3.2015 81,7 2,03 2,15
21 1 21.3.2015 18,3 2,03 2,15
2] 2 21.3.2015 12,4 2,19 0,76
22 1 30.3.2015 11,6 4,13 0,09
22 2 30.3.2015 22,9 4,9 0,12
23 1 28.3.2015 482,5 2,13 1,5
23 2 28.3.2015 727,1 2,1 1,78
24 1 21.3.2015 23.2 2,02 1,39
24 2 21.3.2015 106,3 2,14 1,39
25 1 20.3.2015 40,6 1,83 3,67
25 2 20.3.2015 11 1,63 1,33
26 1 30.3.2015 431,2 2,45 0,65
26 2 30.3.2015 23134 2,21 1,39
27 1 29.3.2015 48,8 2,55 0,14
27 2 29.3.2015 9,6 2,18 0,07
28 1 30.3.2015 2473 2,49 0,57
28 2 30.3.2015 199,1 2,66 0,39
29 1 30.3.2015 4,2 4,61 0,06
29 2 30.3.2015 16,2 28,63 0,09
30 1 28.3.2015 190,7 2,08 1,86
30 2 28.3.2015 0,9 1,19 0,58
31 1 30.3.2015 39,6 2,39 0,67
31 2 30.3.2015 62,8 2,41 0,59
32 1 30.3.2015 8,6 2,7 0,17
322 30.3.2015 5,4 5,25 0,07
33 1 30.3.2015 64,3 2,63 0,31
332 30.3.2015 2,1 9,18 0,04
34 1 28.3.2015 5,6 2,09 2,8
34 2 28.3.2015 523,7 2,13 1,03
351 29.3.2015 72,4 -12,37 0,16
35 2 29.3.2015 223 -5,17 0,03
36 1 28.3.2015 184,9 2,07 0,95
36 2 28.3.2015 236,4 2,19 0,93
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Ornekler Tarih DNA 260nm\280nm | 260nm\230nm
Konst.(ng/pl)

37 1 20.3.2015 49,4 1,81 3,67
372 20.3.2015 8,7 1,8

38 1 28.3.2015 1674 1,94 1,02
38 2 28.3.2015 7,8 1,64 0,14
39 1 21.3.2015 14,2 2,05 0,51
39 2 21.3.2015 43,6 2,13 1,64
40 1 28.3.2015 23,6 2,07 2,16
40 2 28.3.2015 7.4 2,33 2,4
41 1 29.3.2015 432 3,04 0,08
41 2 29.3.2015 80,4 -8,49 0,11
42 1 30.3.2015 21,1 3,99 0,18
42 2 30.3.2015 13,5 1,95 0,59
43 1 28.3.2015 2998 2,16 1,06
43 2 28.3.2015 399,1 2,03 1,23
44 1 02.4.2015 96 2,05 1,24
44 2 02.4.2015 123,7 1,97 1,9
45 1 02.4.2015 85,2 2,05 2,25
45 2 02.4.2015 53,8 2,12 2,02
46 1 30.3.2015 1,3 5,04 0,07
46 2 30.3.2015 34 -99,07 0,06

47 -
48 1 26.3.2015 810,1 2,15 1,68
48 2 26.3.2015 613,9 2,16 1,72
49 -

50 1 02.4.2015 175,5 1,99 2
50 2 02.4.2015 92,6 1,91 1,02
511 30.3.2015 96,1 2,34 0,53
51 2 30.3.2015 4,2 271 0,09
52 1 21.3.2015 92,6 1,91 1,02
52 2 02.4.2015 31,8 2,07 0,87
53 1 28.3.2015 290,5 2,1 0,75
53 2 28.3.2015 234,5 2,13 0,77
54 1 02.4.2015 13,1 1,34 0,12
54 2 02.4.2015 188,4 2,16 0,92
35 1 21.3.2015 100,4 2,06 1,24
552 21.3.2015 221,7 2,08 1,6
56 1 02.4.2015 36,9 1,91 0,19
56 2 02.4.2015 19,2 2 0,17
57 1 30.3.2015 3,7 3,87 0,05
57 2 30.3.2015 2,6 92,84 0,03
58 1 30.3.2015 58,2 2,47 0,39
58 2 30.3.2015 46,3 2,24 0,83
59 1 30.3.2015 214,2 2,28 0,78
59 2 30.3.2015 11,2 2,59 0,13
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Ornekler Tarih DNA 260nm\280nm | 260nm\230nm
Konst.(ng/pl)
60 1 29.3.2015 76,4 38,51 0,11
60 2 29.3.2015 60,4 -98,74 0,08
ol 1 29.3.2015 40,8 3,84 0,09
o1 2 29.3.2015 104,5 4,48 0,2
62 1 02.4.2015 123.9 1,75 0,8
62 2 02.4.2015 93,3 2,14 0,8
63 1 30.3.2015 155,6 2,41 0,59
63 2 30.3.2015 88,1 2,99 0,34
64 1 06.4.2015 36,3 2,28 0,39
64 2 02.4.2015 36,3 2,13 0,75

4.1.2 PZR reaksiyonlarina ait sonuclar

Cesitler arasinda filogenetik yakinlik belirlenebilmesi igin elektroforez iglemi
sonucunda elde edilen bantlar analiz edilmistir. Bu amagla belirlenen markirlar
kullantlmig ve PZR sonuglari agoroz jelde yiiriitiilerek goriintiileri elde edilmistir.

Bantlarin belirgin olarak goriildiigii jel gortintiileri asagida verildigi gibidir.

Phi072 primerine ait jel gortintiileri Sekil 4.10 'da verilmistir.

Sekil 4.10 Phi072 primeri kullanilarak yapilan PZR tiriinlerinin 30.dakikada alinan jel

gOriintlisti

Phi076 adh primer ile gergeklestirilen PZR reaksiyonunda, primere ait baglanma
sicakligl 63°C'dir, PZR iirtinleri %1'lik agaroz jelde yiiriitiilmuistiir. Jel goriintiileri $ekil

4.11 ve Sekil 4.12 'de verilmistir.

31




Sekil 4.11 Phi076 primerine ait jel goriintiisti(1-39 numarali 6rnekler)

Sekil 4.12 Phi076 primerine ait jel goriintiisii (40-64 numarali 6rnekler)

Phi083 adli primere ait baglanma sicakligi 63°C'dir. PZR firlinleri %l1'lik agaroz jelde

yiiriitiilmiistiir. PZR tiriinlerine ait jel gortintiileri Sekil 4.13 ve Sekil 4.14°de verilmistir.

Sekil 4.13 Phi083 primerine ait jel goriintiisti (1-38 numarah 6rnekler)
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Sekil 4,14 Phi0O83 primerine ait jel goriintiisti (39-64 numarali 6rnekler)

Phil12 adli primer ile yapilan PZR reaksiyonunda, primere ait baglanma sicakligt 62°C
'dir. 100 bp'lik markor kullantlmistir, PZR tirtinlerinin yuriitiildiigii jel gértintiileri Sekil
4.15’ve Sekil 4.16 ‘da verilmistir.

Sekil 4.15 Phil 12 primerine ait jel goriintlisii (1-39 numarali 6rnekler)

Sekil 4.16 Phil 12 primerine ait jel goriinttisii (40-64 numarali 6rnekler)
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Phil 16 adli primere ait baglanma sicakligt 63°C'dir. PZR tirtinleri %1'lik agaroz jelde

yiiriittilmiistiir, PZR tiriinlerine ait jel goriintiileri Sekil 4.17 ve Sekil 4.18de verilmistir.

Sekil 4.17 Phil 16 primerine ait jel goriintiileri (1-39 numarali 6rnekler)

Sekil 4.18 Phil 16 primerine ait jel goriintileri (40-64 numarali rnekler)

PZR reaksiyonu yapilan phil29 adli primerin baglanma sicakhigr 62°C'dir. PZR liriinleri
%]1'lik agaroz jelde yiiriitiilmiistiir. PZR iirtinlerine ait jel goriintiileri Sekil 4.19 ve Sekil

4.20’de verilmistir.
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Sekil 4.19Phi129 adli primere ait jel gortintiisti (1-39 numarali 6rnekler)

Sekil 4.20 Phil29 adli primere ait jel goriintiisii (40-64 numarali Grnekler)

PhiO81 adli primerin PZR reaksiyonunda, primer baglanma sicakligi 62°C olarak
belirlenmistir. PZR iiriinleri %1'lik agaroz jelde yiiriitiilmiistiir. PZR iirlinlerine ait jel

gorlintlileri Sekil 4.21 ve Sekil 4.22'de verilmistir.

Sekil 4.21 Phi081 adli primere ait jel goriintiisti (1-39 numarah érnekler)
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Sekil 4.22 Phi081 adli primere ait jel goriintiisti (40-64 numarali Grnekler)

Phi086 adli primere ait PZR reaksiyonu igin baglanma sicakligt 62°C olarak
belirlenmistir. PZR fiiriinleri %]1'lik agaroz jelde yuriitilmustiir. PZR triinlerine ait jel

gortintiileri Sekil 4.23 ve Sekil 4.24’de verilmistir.

Sekil 4.23 Phi086 adli primere ait jel goriintiisii (1-39 numarali drnekler)

Sekil 4.24 Phi086 adli primere ait jel goriintlisii (40-64 numarali 6rnekler)
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Phi099 adli primerinin PZR reaksiyonunda, primer baglanma sicakhigi 62°C olarak
belirlenmistir. Reaksiyon sonucunda elde edilen PZR iiriinleri %l1'lik agaroz jelde

yiriitilmustiic, PZR  riinlerine ait jel gortintiileri Sekil 4.25 ve Sekil 4.26 ‘da

verilmistir.

Sekil 4.25 Phi099 primerine ait jel goriintisti (1-39 numarah 6rnekler)

Sekil 4.26 Phi099 primerine ait jel goriintiisii (40-64 numarali rnekler)

PhiOO1 primeri kullanilarak yapilan PZR reaksiyonunda, primere ait baglanma sicakhgi
64°C'dir. PZR triinleri %1'lik agaroz jelde yiiriitiilmiistir. Jele ait goriintil Sekil 4.27 ve
Sekil 4.28de verilmistir. |
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Sekil 4.27 PhiO01 primerine ait jel gériintiisti (1-38 numarali rnekler)

emsscPmansnteand -, W

Sekil 4.28 Phi001 primerine ait jel goriintiisii (39-64 numaralt 6rnekler)

Phi002 primerine ait baglanma sicakligt 61°C'dir. PZR iirtinleri %1'lik agaroz jelde

yiirlitlilmistiir. PZR triinlerine ait jel goriinttileri Sekil 4.29 ve Sekil 4.30°da verilmistir.

Sekil 4.29 Phi002primerine ait jel goriintiisii (1-38 numarali rnekler)
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Sekil 4.30 Phi002 primerine ait jel goriintiisti (39-64 numarali rnekler)

Phi015 primerinin PZR reaksiyonu yapilmis ve primere ait baglanma sicakligi 62°C
olarak belirlenmistir. PZR iiriinleri %1'lik agaroz jelde yiiriitiilmustiir. PZR triinlerine

ait jel gortntiileri Sekil 4.31 ve Sekil 4.32de verilmistir.

Sekil 4.31 Phi015 primerine ait jel goriinttisii (1-38 numarali rnekler)

Sekil 4.32 Phi015 primerine ait jel gériintiisti (39-64 numaral 6rnekler)
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Phi026 primerine ait PZR reaksiyonunda, primer baglanma sicakligt 64°C'dir. PZR
tirtinleri %1'lik agaroz jelde yiiriitiilmiistiir. PZR tiriinlerine ait jel goriintiileri Sekil 4.33

ve Sekil 4.34de verilmistir.

Sekil 4.33 Phi026 primerine ait jel gériintiisti (1-38 numarali 6rnekler)

Sekil 4.34 Phi026 primerine ait jel goriintiisii (39-64 numarali 6rnekkler)

Phi041 primerine ait baglanma sicakligi 63°C'dir. PZR reaksiyonu sonucunda elde
edilen PZR diriinleri %1'lik agaroz jelde yuriitilmustir. PZR diriinlerine ait jel

goriintiileri Sekil 4.35 ve Sekil 4.36°da verilmistir.
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Sekil 4.35 Phi041 primerine ait jel goriintiisii (1-38 numarali 6rnekler)

Sekil 4.36 Phi041 primerine ait jel goriintiisii (39-64 numarali 6rnekler)

Phi042 primerine ait baglanma sicakligi 63°C 'dir. Yapilan PZR reaksiyonu sonucunda
elde edilen PZR iiriinleri %]1'likagaroz jelde yuriitilmistiir. PZR iriinlerine ait jel

goriinttileri Sekil 4.37 ve Sekil 4.38°de verilmistir.

Sekil 4.37 Phi042 primerine ait jel goriintiisti (1-38 numaral 6rnekler)
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Sekil 4.38 Phi042 primerine ait jel gortintiisti (39-64 numarali 6rnekler)

Phi043 primerine ait baglanma sicakligi 65°C'dir. PZR reaksiyonu sonucunda elde
edilen PZR iriinleri %l'lik agaroz jelde yiirGtilmiistir. PZR driinlerine ait jel

goriintiileri Sekil 4.39 ve Sekil 4.40°da verilmistir.

Sekil 4.39 Phi043 primerine ait jel goriintiisti (1-38 numarali 6rnekler)

Sekil 4.40 Phi043 primerine ait jel goriintiisti (39-64 numarali 6rnekler)
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Phi049 primerine ait baglanma sicakligi 63°C'dir. PZR reaksiyonu sonucunda elde

edilen PZR {iriinleri, %l'lik agaroz jelde yiiriitiilmiistiir. PZR {riinlerine ait jel

goriintiileri Sekil 4.41 ve Sekil 4.42°de verilmistir.

Sekil 4.41 Phi049 primerine ait jel goriintiisti (1-38 numarali 6rnekler)

Sekil 4.42 Phi049 primerine ait jel goriintiisti (39-64 numaral 6rnekler)

Phi054 primerine ait baglanma sicakligi 62°C'dir. PZR reaksiyonu sonucunda elde
edilen PZR tirlinleri %1'lik agaroz jelde yiiriitiilmustiir PZR tirtinleri ile birlikte 100 bp
markor de yiirlitiilmiistiir. PZR iriinlerine ait goriintiiler Sekil 4.43 ve Sekil 4.44°de

verilmistir.
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Sekil 4.44 Phi054 primerine ait jel goriintiisti (39-64 numarali 6rnekler)

Phi064 primerinin baglanma sicakligi 63°C'dir. PZR reaksiyonu sonucunda elde edilen
PZR tiriinleri %1'lik konsantrasyona sahip agaroz jelde yiiritilmistiir. 100 bp markér

kullanilmistir. PZR iirlinlerine ait goriinttiler Sekil 4.45 ve Sekil 4.46°da verilmistir.

Sekil 4.45 Phi064 primerine ait jel goriintiisii (1-38 numarali 6rnekler)
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Sekil 4.46 Phi064 primerine ait jel goriintiisti (39-64 numarali 6rnekler)

Bnlg 176 primerinin sahip oldugu baglanma sicakhgi 57°C'dir. PZR reaksiyonu
sonucunda elde edilen PZR iiriinleri %l'lik konsantrasyona sahip agaroz jelde
yiiriitiilmiistiir. 100 bp markor kullanilmigtir. PZR iirtinlerine ait gortintiiler Sekil 4.47 ve

Sekil 4.48°de verilmistir,

Sekil 4.47 Bnlgl76 primerine ait jel goriintiisii (1-38 numarli rnekler)

Sekil 4.48 Bnlg176 primerine ait jel goriintiisti (39-64 numarl 6rnekler)

45




Bnlg197 adli primere ait baglanma sicakligi 53°C'dir. PZR reaksiyonu sonucunda elde
edilen PZR iirtinleri % 1'lik konsantrasyona sahip agaroz jelde yiriitiilmustiir. 100 bp

markor kullanilmistir. PZR iirtinlerine ait jel goriintiileri Sekil 4.49 ve Sekil 4.50°de

verilmistir.

Sekil 4.49 Bnlgl97 primerine ait jel gériinttisii (1-38 numarali 6rnekler)

Sekil 4.50 Bnlg[97 primerine ait jel gériintiisti (39-64 numarah 6rnekler)

Bnlg2162 adli primere ait baglanma sicakhgr 55°C'dir. PZR reaksiyonu sonucunda elde
edilen PZR iiriinleri %1'lik konsantrasyona sahip agaroz jelde ytrtittilmiistiic. 100 bp
markor kullanilmistir, PZR diriinlerine ait jel goriintiileri Sekil 4.51 ve Sekil 4.52°de

verilmistir.
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Sekil 4.51Bnlg2162 primerine ait jel goriintiisti (1-38 numarali rnekler)

Sekil 4.52 Bnlg2162 primerine ait jel goriinttisii (39-64 numarali 6rnekler)

Bnlg 275 adli primerin sahip oldugu baglanma sicakhgi 52°C'dir. PZR reaksiyonu
sonucunda elde edilen PZR iiriinleri %l'lik konsantrasyona sahip agaroz jelde

yiiritillmistiir. PZR {irtinlerine ait jel goriintiileri $ekil 4.53 ve Sekil 4.54"de verilmistir.

Sekil 4.53 Bnlg 275 primerine ait jel gortinttisti (1-37 numarali 6rnekler)
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Sekil 4.54 Bnlg 275 primerine ait jel gortintiisii (38-64 numarali 6rnekler)

Bnlg381 adli primerin sahip oldugu baglanma sicaklhigi 55°C'dir. Gergeklestirilen PZR
reaksiyonuna ait tirtinler %1'lik konsantrasyona sahip agaroz jelde yiiriitiilmiistiir. PZR

tiriinlerine ait goriintiiler Sekil 4.55 ve Sekil 4.56”da verilmistir.

Sekil 4.56 Bnlg 381 primerine ait jel goriintiisti (38-64 numarali 6rnekler)
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Bnlg1666 adli primerin sahip oldugu baglanma sicakligi 55°C'dir. PZR reaksiyonuna ait

iiriinler %1 'lik konsantrasyona sahip agaroz jelde yiirtitilmustiir. PZR triinlerine ait

goriintiiler Sekil 4.57 ve Sekil 4.58de verilmistir

Sekil 4.57 Bnlg 1666 primerine ait jel goriintiisii (1-38 numarali 6rnekler)

Sekil 4.58 Bnlgl 666 primerine ait jel goriintiisti (39-64 numarali 6rnekler)

Bnlg609 primerinin baglanma sicakligr 55°C'dir. PZR reaksiyonu sonucunda elde edilen
PZR iirtinleri %1 'lik konsantrasyona sahip agaroz jelde yiirtitiilmustiir. PZR tiriinlerine

ait goriintiiler Sekil 4.59 ve Sekil 4.60da verilmistir.
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Sekil 4.59 Bnlg 609 primerine ait jel goriintiisti (1-38 numarali 6rnekler)

Sekil 4.60 Bnlg 609 primerine ait jel gériintiisii (39-64 numarali 6rnekler)

Bnlg127 primerinin baglanma sicakligi 51°C'dir. PZR reaksiyonu sonucunda elde edilen
PZR iirtinleri %!'lik konsantrasyona sahip agaroz jelde yuriitiilmustiir. PZR {irtinlerine

ait goriintiiler Sekil 4.61 ve Sekil 4.62°de verilmistir.

Sekil 4.61 Bnlg 127 primerine ait jel gériinttisii (1-38 numarali 6rnekler)
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Sekil 4.62 Bnlg 127 primerine ait jel goriintlisii (39-64 numarali rnekler)

Bnlg 249 adhi primerin baglanma sicakhgi 55°C'dir. Reaksiyon sonucu elde edilen
iirtinler %1'lik konsantrasyona sahip agaroz jelde yiiriitilmustiir, 100 bp markor

kullanilmistir, PZR {irlinlerine ait jel goriintiileri Sekil 4.63 ve Sekil 4.64’de verilmistir.

Sekil 4.63 Bnlg249 primerine ait jel gortntiisii (1-38 numaral 6rnekler)

Sekil 4.64 Bnlg249 primerine ait jel goriintiisii (39-64 numarali rnekler)
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Bnlg615 adli primerin baglanma sicakligi 46°C'dir. Reaksiyon sonucu elde edilen
tirtinler %1'lik konsantrasyona sahip agaroz jelde yiriitiilmustiv. 100 bp markdr

kullantimigtir. PZR tirtinlerine ait jel goriintiisti Sekil 4.65 ve Sekil 4.66°de verilmigtir.

Sekil 4.66 Bnlg615 primerine ait jel gbriintlisti (39-64 numarali 6rnekler)

Bnlgl05 adli primerin baglanma sicakligi 46°C'dir. Reaksiyon sonucu elde edilen
triinler %/'lik konsantrasyona sahip agaroz jelde yiiriitiilmiistiic. [00bp markor

kullantlmigtir. PZR tiriinlerine ait jel goriintiileri Sekil 4.67 ve Sekil 4.68°de verilmistir.
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Sekil 4.67 Bnlg1 05 primerine ait jel gériintiisii (1-38 numarali 6rnekler)

Sekil 4.68 Bnlgl05 primerine ait jel goriintiisti (39-64 numarali 6rnekler)

4.1.3 Dendrogram Analizi Sonucu

Yapilan PCR sonuglarina dayanan verilerle elde edilen bant sayilari sonucunda
kullanilan (UnweightedPairGroupMethodwithAritmeticAverage) UPGMA yéntemi ile
misir hatlarina ait olusturulan soyagaci sekil 4.69°da verilmistir.

Genetik uzakliklarinmn belirlenmesi i¢in yapilan bu g¢alisma sonucunda, 64 cesit
kendilenmis cin misiri igin, kullanilan 35 adet primerlerle elde edilen bu dendogramda
cin musirt hatlart 6 gruba ayrilarak genis bir genetik varyasyon gdstermistir. CM44 ve
CM19 hatlarr ise tek baslarina grup olusturmaktadir. Maksimum bant sayist 2 olarak

bulunurken, minimum bant sayist 0 olarak bulunmustur,
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Sekil 4.69 Filogenetik dendrogram
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5. TARTISMA SONUC

Misir bitkisi Diinya'da ve Tiirkiye’de insan ve hayvan gidast endiistride hammadde
bakimindan kullanildigi igin biiylik bir 6neme sahiptir. Misir {ilkemizde ekim alam 3.
sirada, iiretim miktar1 bakimindan 1. sirada yer alan sicak iklim tahilidir. Bagta Akdeniz
bolgesi olmak iizere, Ege, Marmara, Giineydogu Anadolu bdlgelerinde yogun bir

sekilde tarim1 yapilmaktadir.

Cin musir,, besin igerigi ve yiiksek patlama o6zelligi sebebiyle ¢erez olarak
kullanilmaktadir. Kullanim miktarinin fazla olmasi cin misirinda islah ¢aligmalarina
yonelimi arttirmigtir. Dolayisiyla insan glictiniin azaltilmasi, verimin ve iirlin miktarinin
artmast igin ¢alismalar yapilmaktadir. Patlama ozelligi, besin igerigi, tane boyu,
kalitesi, lezzeti, patlama oram1 ve patlama hacmi yiiksek olan iiriinlerin elde
edilebilmesi igin 1slah ¢aligmalari yapilmaktadir. Bu tez ¢alismasinda da 2015 yili Subat
ayinda Bati Akdeniz Tarimsal Arastirma Enstitiisii, Karadeniz Tarimsal Arastirma
Enstitiisii ve POLTAR Tarim Uriinleri Ltd. Sti*den temin edilen cin musir1 hatlar igin
35 adet SSR primeri taranmigtir. Segilen primerlerin polimorfik olmasma &zen

gosterilmis olup genetik uzakligin daha net ortaya ¢ikmasi hedeflenmistir.

Cin musirinda belirlenen bu ozellikleri tasiyan yeni iiriinlerin {iretimini arttirmak
amactyla bu ¢alismada 64 adet cin musir1 igin 35 adet SSR primeri kullanilarak,
hatlardaki genetik uzakliklarin belirlenmesi sonucunda elde edilen dendrogram sekil

4.69 verilmigtir. UPGMA sonucunda ele edilen verilere bakildiginda musir hatlart
arasinda 64 adet kendilenmis cin misir1 6 ana grup olusturmug olup, musir hatlar
arasinda genis bir genetik varyasyon gosterdigi tespit edilmistir. Diger ¢aligmalarla
yapilan kargilastirmalarda elde edilen sonuglara gore yapmis oldugum c¢alismada
genetik varyasyonun genis olmasi melezleme isleminin yapilmasinda kolayhk

saglamaktadir .

CM19 ve CM44 hatlar1 tek baglarina ayri bir grup olusturmuslardir. CMI19 hatti
BATEM tarafindan Aydin popiilasyonundan gelistirilmis bir hat olurken, CM44 hatti
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KTAE tarafindan cin musir popiilasyon 1slahi kapsaminda gelistirilmis bir hattir.
Aragtirmada kullanilan saf musir hatlar1 iginde CM39 ve CM40 hatlar ile, CM49 ve
CM50 hatlart birbirlerine en yakin hatlar olarak tespit edilmislerdir. Yapilan bir
¢alismada, 96 adet at digi musiri igin 26 SSR primeri kullanmig, dendrogram sonucu
musir hatlar1 2 grupta toplanmustir. Birbirine en uzak olan MAY1 ve MAY91 hatlarinin
birbirine en uzak hat oldugu belirlenmig, bu iki hattin melezlenmesi sonucunda en
yiiksek melez azmanhigim gosterecegi tahmin edilmistir. Ayni zamanda hatlar
arasindaki genetik uzaklik 0.56-1.00 oldugu belirlenmistir (Zeybekoglu, 2012). Yapilan
bir ¢aligmada, BATEM ve KTAE ait 35 adet kendilenmis cin misir1 igin 21 SSR
primeri kullanilarak hatlar arasinda genetik uzaklik belirlenmigtir. Hatlar 2 ana gruba ve
5 alt gruba ayrilmis olup en yakin ve en uzak akraba hatlar1 belirlenmistir. Bu hatlarin
genetik karakterizasyon ¢aligmalarinda kullanilabilecegi diisiiniilmektedir (Oztiirk ve
ark., 2017). Ekmeklik bugday igin yapilan bir SSR galismasinda UPGMA sonucunda
biri biiyiik digeri kiigiik olmak iizere 2 ana gruba ayrilmistir (Yakisir, 2015 ).

Dendrogram sonucu ortaya ¢ikan gruplar ile kendilenmis cin misiri hatlarmm orjin

gruplari arasinda benzerlik goriilmiistiir.

Antalya popiilasyonuna ait 34 hattan (CM1--CM34) dokuz adedi (CM1,2,3,5,18,6,20,24
ve CM11 nolu hatlar) 1.gupta, onii¢ adedi (CM7,10,23,25,8,12,31,13,17,14,26,28 ve
CM24 nolu hatlar) 2. grupta, iki adedi (CM 4 ve CM 27 nolu hatlar) 4.grupta, dokuz
adedi (CM9,29,30,32,15,16,21,22 ve CM23 nolu hatlar) 5.grupta ve bir tanesi CM19 tek

basina 6.grubu olusturmaktadir.

Samsun populasyon orjinli 20 cin musir1 hattan (CM45-CM64) yedi adedi (CM
66,45,52,48,49 ve CM50 nolu hatlar) 1.grupta, dort adedi (CM58, 59, 60 ve CM65 nolu
hatlar) 2.grupta, bes adedi (CM61,63,57,46 ve CM47 nolu hatlar) 4.grupta, iki adedi
(CM64 ve CM 62 nolu hatlar) 5.grupta bulunmaktadir.

Poltar populasyon orjinli 10 cin musit  hattan (CM35-CM44) alti  adedi
(CM42,35,39,40,38 ve CM41 nolu hattan) 1.grupta, bir adedi ( CM37 nolu hatt)
2.grupta, iki adedi (CM 36 ve CM 43 nolu hattan) 4.grupta ve CM44 ise tek bagna
3.grubu olusturmaktadir. Yapilan bir ¢alismada 35 adet kendilenmis cin musirt hatlarinin

dendogram sonucuna gore 2 ana olmak iizere 5 gruba ayrilmistir. Almanya orjinli iki
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adet hat 3.grupta, Ankara orjinli ii¢ adet hattan 2 adedi ayni grupta, KTAE'nin sekiz adet
hattindan alti adedi ayn1 grupta yer almaktadir (Oztiirk ve ark. 2017).

Dendrogram sonucuna gore hatlarin orjinlerini kiyasladigimizda, ayni orjine sahip
hatlar farkli gruplarda bulunmaktadir. Bunun sebebinin ise genetik varyasyonun

zamanla degigmis olma ihtimalini géstermektedir.

Cin musirinda genetik cesitliligin ortaya c¢ikmasi igin yapilan bu c¢alismada hatlar
arasinda varyasyon oldugu gozlenmistir. Kullanilan 35 adet SSR primeri ile bantlar elde
edilmistir. En az bant sayisi 0, en ¢ok bant sayisi ise 2 olarak bulunmustur.
Caligmalarinda 35 adet cin misir1 igin 21 adet primerden en az sayida allel sayis1 1 bant,
en fazla allel sayis1 i¢in 3 bant oldugunu bildirmislerdir (Oztiirk ve ark., 2017). Yapilan
bir ¢aligmada farkl 23 adet ekmeklik bugdayi igin 32 adet SSR primeri kullanilmusgtir.
maksimum bant sayis1 12 (WMC153) primerinden elde edilirken, minimum bant sayisi
1 (WMC43) olarak belirlenmistir (Gebeloglu ve Furan 2017). Caligmalarinda 38 adet
ekmeklik bugday i¢in 10 adet SSR primeri kullanarak max. bant sayisini 7, min. bant
sayisini 1 olarak belirlemislerdir (Yakigir, 2015).

64 adet kendilenmis cin misir1 ile yapilan bu ¢alismada misir hatlar1 arasindaki genetik
uzaklik belirlenmistir. BATEM, KTAE ve POLTAR ait kendilenmis cin misir1 hatlari
arasinda genetik varyasyon oldugu belirlenmis ve hatlarin farkli gruplarda yer almasi
birbirine uzak olan tiirler arasinda melezleme yapilabilecegi ve istenilen &zelliklerde

misir elde edilébilecegi goriilmektedir.
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