Kendilenmig misir hatlarinin genetik uzakliklarinin belirlenmesi
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Misirda farkli genetik tabanli materyallerin birbirleri ile melezlenmesi, ylksek diizeyde heterosis icin temel
kosullardan biri olarak kabul edilmektedir. Bu calismanin amaci, misir hatlarinin genetik uzakliklarini SSR
markirlari yardimi ile tespit etmek, heterotik gruplari bilinmeyen hatlari heterotik gruplarina ayirmak, gelecek
dénem melezleme programlari igin veri elde etmektir. Calismada at disi, sert ve her iki tane tipinde varyasyona
sahip, yurt icinde ve yurt disinda i1slah edilmis 20 adet misir hatti kullaniimistir. Arastirmada, 21 adet SSR markiri
kullaniimis ve toplam 51 adet allel Uretilmistir. Ortalama SSR lokusu basina 2.42 allel saptanmigtir. Calismada
polimorfizm bilgi icerigi (PIC) degerleri 0.15 ile 0.92 arasinda degismistir. Veri analizleri sonucunda tartisiz egli
grup metoduna gore dort ana ve sekiz alt kiime olusmustur. Yapilan analizler ile hatlarin Lancaster, Stiff-Stalk,
Tropikal kokenli ve net olarak tanimlanmayan genetik gecmise sahip oldugu anlasiimistir. Molekiler
karakterizasyon ile hatlarin farkl heterotik gruplardan geldigdi ortaya konmustur.

Anahtar Kelimeler: Misir; Heterotik grup; Molekuller markirlar; Islah
Determination of the genetic distances of maize inbred lines

Abstract

Crossing of genetically different maize materials is regarded as one of the basic conditions for high level
heterosis. The objectives of this study were to identify the genetic distances of maize inbred lines with the SSR
markers, to assign lines to the heterotic groups and to obtain data for crossing programs for future studies. In the
study, twenty maize inbred lines which were dent, semi dent, flint and semi flint types both developed in Turkey
and in abroad were used. In the research, 21 SSR markers were used and a total of 51 alleles were produced.
Average of 2.42 alleles was found per mean SSR locus. Polymorphism information content (PIC) values ranged
from 0.15 to 0.92. As a result of the data analysis, four main and eight sub-groups were formed according to the
unweighted pair group method with arithmetic mean method (UPGMA). It was understood that the inbreds were
belong to Lancaster, Stiff- Stalk, Tropical and unrelated genetic background. Molecular characterization shows
that lines have wide genetic diversity.
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1. Girig olsturan ebeveynlerin kombinasyon gucu ile de

onemli bir iliski gostermektedir (Tan, 2005).
Heterosis, modern misir islahinin temelini Misirda heterosisin en énemli varsayimlarindan
olusturmustur. Shull (1908) misirda hat-hibrit biri, ebeveynlerin farkli genetik tabanl
teorilerini arazide test ederek heterosis ya da materyalden secilmesidir. (Hallauer ve Miranda,
hibrit gucl kavramlarininin 6nemini ortaya 1981). Hallauer ve Carena (2009) heterosisi
koymus ve ardindan ilk kez heterosis kavramini ‘heterotik model’ terimine yakin bulmuslardir.
ortaya atmistir (Shull, 1914). Shull (1908;1911) Heterotik modelde, melezlendiginde ylksek
ve East (1908) iki germplasm melezlendiginde heterosis veren ebeveynlerin birbirine heterotik
ortaya c¢ikan degisikligin daha ¢ok genetik oldugu kabul edilir (Hallauer vd., 2010).
farkliliktan kaynaklanan bir uyarici sayesinde Heterotik gruplara dayali melezleme ve islah
olabilecegini dugtnmuslerdir (Crow, 1948). programlari tim dinyada yogun bir sekilde
Hibrit cesidin performans bakimindan yurutilmektedir. Morfolojik karakterizasyon ile
ebeveynlerden Ustiin olmasi ya da melez genetik uzakliklar belirlenebilmektedir.
azmanhgi seklinde ifade edilen heterosis; hibriti Morfolojik ~ karakterizasyon  ¢alismalarinda
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karakterize edilecek genotipler, kalitim derecesi
yuksek karakterler bakimindan tarandiktan
sonra elde edilen verilerle birbirlerinden yakinlk
ve uzakliklari bakimindan gruplandirilirlar. Erdal
vd. (2011) misirda yaptiklari bir arastirmada,
toplam 99 adet kendilenmis misir hattini
Antalya kosullarinda denemistir. Calismada yer
alan hatlar 34 adet agro-morfolojik 6zellik
bakimindan tanimlanmistir. Hatlarin incelenen
Ozellikler bakimindan uzakliklari cluster analizi
ile saptanmistir. Calismada kullanilan hatlarda
incelenen 0Ozellikler yénlyle genis varyasyon
oldugu tespit edilmis ve hatlar 6 adet ana kime
altinda toplanmistir.

Pedigri ve morfolojik bilgilerle kiyaslandiginda,
molekiler markirlar  genotipler arasindaki
farklihklari belirlemede olduk¢a glvenilir araglar
olarak tanimlanmiglardir (Cémertpay 2008).
Morfolojik karakterizasyon ¢alismalarinda
dikkate alinan karakterlerin kantitatif
dogasindan dolayl c¢evreden etkilenmeleri ve
uzun skorlama sireci bu tip karakteizasyonu
DNA markir ile yapilan c¢alismalara kiyasla
dezavantajli kilmaktadir (Jonah vd., 2011).
Misir islahinda farklh PCR-tabanli  DNA
markirlar icinde SSR markirlari, genetik uzaklik
calismalari igin kullanilmistir (Warburton vd.
2002; Kostova vd. 2006; Cémertpay, 2008;
Nelson vd. 2008; Shiri 2011) . SSR markirlari
kodominant ve vyiksek varyasyon go6steren

Cizelge 1. Calismada kullanilan misir saf hatlari ve 6zellikler

markirlar olup, bitki genomuna homojen olarak
dagilmiglardir ~ (Powel vd., 1996 a,b).
Kendilenmis misir hatlarinin genetik benzerlik
veya uzakliklarinin bilinmesi, pedigri ve/veya
agro-morfolojik verilerle birlikte Islah
programlarinin  yurttilmesinde yol gosterici
olabilmektedir. Bu g¢alismanin amaci, misir
hatlarinin genetik uzakliklarini SSR markirlari
yardimi ile tespit etmek, heterotik gruplari
bilinmeyen hatlari heterotik gruplarina ayirmak,
gelecek donem melezleme programlari igin veri
elde etmektir.

2. Materyal ve Yontem

Arastirmada 20 adet kendilenmis (saf) misir
hatti bitkisel materyali olusturmustur. Genetik
uzakliklari arastirilan kendilenmis misir hatlari
ve bazi dzellikleri Cizelge 1’de verilmigtir. Saf
hatlarin tamami sari at disi, sert ve orta misir
tiplerinden olusmustur. Arastirmada kullanilan
hatlara iligkin bilgiler yayinlanmig
calismalardan, pedigri bilgilerinden ve tarla
defteri kayitlarindan elde edilmistir. Arastirmada
13 adet hat Amerika Birlesik Devletlerinden
getirilen public olarak nitelenen hatlardir.
Arastirmada 13 adet hat Amerika Birlesik
Devletleri'nden getirilen public olarak nitelenen
hatlardir.

No Adi Orijin Tane rengi Tane tipi
1 Ant [-05 A.B.D Sari At disi

2 Ant [-08 A.B.D Sari At disi gibi
3 Ant [-09 A.B.D Sari At disi

4 Ant [-39 A.B.D Sari At disi gibi
5 Ant [-42 A.B.D Sari Sert gibi

6 Ant [-44 A.B.D Sari At disi gibi
7 Ant [-46 A.B.D Sari At disi gibi
8 Ant [-47 A.B.D Sari At disi

9 Ant [-81 A.B.D Sari At disi gibi
10 Ant [-69 A.B.D Sari At disi

11 Ant [-98 Meksika Sari Sert

12 Ant [-82 A.B.D Sari At disi

13 Ant [-84 A.B.D Sari At disi gibi
14 Ant [-89 A.B.D Sari At disi

15 TK 12 Turkiye Sari At disi gibi
16 TK 72 Tarkiye Sari At disi gibi
17 TK 56 Tarkiye Sari At disi gibi
18 Ant-24702 Turkiye Sari At disi gibi
19 Ant-24698 Turkiye Sari Orta

20 Ant 910255 Tarkiye Sari Sert
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Ant i-98 hatti Meksika’da bulunan Uluslararasi
Bugday ve Misir Gelistirme  Merkezi
(CIMMYT)'nden temin edilmistir. 6 adet hat ise
BATEM tarafindan gelistiriimis ticari ve ticari
olmayan misir saf hatlaridir. Materyalin tamami
sari renkli tane yapisina sahiptir.

Calisma Antalya Bati Akdeniz Tarimsal
Arastirma Enstitlisi, Tarla Bitkileri Bolumi'niin
30° 50" dogu boylami 36° 52' kuzey enleminde
yer alan ve deniz seviyesinden 15 m
yikseklikte olan, damla sulama sistemi
kurulmus 2 numarali deneme arazisinde ve
Enstitl labaratuvarlarinda yurataimustar.

DNA izolasyonu icin 3-4 haftahk misir
bitkilerinden, her hattan 4-5 bitkiden olmak
Uzere alinan yaprak ornekleri etiketli torbalara
konularak buz kutusunda laboratuara
tasinmistir. Hatlara ait 0.5 g yaprak sivi azotta
dondurularak ezilmistir. DNA izolasyonu CTAB
yontemine goére yapilmistir (Doyle ve Doyle,
1987). DNA konsantrasyonu % 1’lik agaroz
jelde DNA’larin yaratilmesi ile belirlenmis,
kontrol olarak A DNA kullaniimistir.

Arastirmada, Warburton vd. (2002), Kostova vd.
(2006), Comertpay (2008), Shiri (2011)
tarafindan belirlenmig olan polimorfik
markirlarin yanisira http://www.maizegdb.org/
web sitesinden secilen toplam 21 adet SSR
markirt kullanilmistir. Warburton vd. (2002)'nin
yapmis olduklari c¢alismaya gére PCR
reaksiyon kosulu belirlenmistir. PCR reaksiyonu
toplam hacim 10 pl olacak sekilde asagidaki
bilesenlerden meydana gelmistir. Reaksiyon
kosulu 2.0 pl DNA (20 ng DNA), 1.0 pl dNTP
(0.1 mM dNTPs), 1.0 pyl MgCI2 (2.5 mM MgCI2
), 0.2 pl Taq polimeraz (0.6 U Tag DNA
polymerase), 1.0 pl her bir markir (0.3 yM her
bir markir), 1.0 yI (1 X ) PCR buffer ve 3.8 pl

ddH20  seklinde  olusturulmustur. PCR
programlart da Warburton vd. (2002)'nin
yapmis olduklari calismaya gore

gerceklestiriimisti. PCR protokoli, 94 °C'de 2
dk, ardindan 30 dongu olacak sekilde, 94°C’de
1 dk, annealing derecesi (52-60°C markira bagl
olarak) x 30 sn, 72°C'de 1dk ve son olarak
72°C'de 5 dk seklinde gergeklestiriimistir
(Warburton vd. (2002). PCR drtnleri, % 2.5'lik
yuksek ¢6zUnUrlUklG agaroz jelde yUratulmus ve
50-100 bp Ladder DNA kullanilarak elde edilen
bantlarin  blayUklUkleri  belirlenmistir.  Jel,
ethidium bromide 0.2 (ug/ml) ile boyanarak,
Kodak GellLogic 200 sistemi ile
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goruntilenmigtir.  Jel gorintileme  sistemi
kullanilarak elde edilen géruntiler, bant varligi
durumunda (1), yoklugu durumunda (0)
degerleri verilerek skorlanmistir. Herbir hat igin
olusturulan markir verileri NTSYS (Numerical
Taxonomy Multivariate  Analysis  System,
NTSYS-pc version 2.1 Exeter Software,
Setauket, N.Y., USA, Rohlf 1993) bilgisayar
paket programinda analiz edilmistir. Benzerlik
matrisleri Dice (1945)'e gore olusturulmus ve
hatlarin benzerlik oranlarini gosteren, aritmetik
ortalamalar kullanilarak elde edilen tartisiz esli
grup metodu (UPGMA) analizine gore
dendogram elde edilmistir.

Calismada kullanilan markirlarin  polimorfizm
bilgi icerikleri (PIC, Polymorphism Information
Content) Laborda vd. (2005)'na gdre asagidaki
Esitik 1 yardimiyla belirlenmigtir. Buna gore,
oncelikle polimorfik bantlarda toplam var (1) ve
yok (0) olan bantlarin sayilari tespit edilmistir.
Daha sonra bu bantlarin ayri ayri frekanslari

hesaplanmistir. Esitlige gore fi, i bandinin
frekansidir.

(]
PIC=1-— Zﬂ:

i=1 (1)

3. Bulgular ve Tartisma

Arastirmada kullanilan markirlar, baz dizilimleri,
tekrarlama tipleri, bulunduklari kromozom
segmentleri, allel buyuklikleri, allel sayilari ve
polimorfizm bilgi icerikleri (PIC) ile ilgili ayrintil
bilgiler Cizelge 2’de verilmistir. Arastirmada, 20
kendilenmis misir hatti icin 21 adet markir
kullaniimis ve toplam 51 adet allel Uretilmistir.
Ortalama SSR lokusu basina 2.42 allel
saptanmistir. En az allel sayisi 1 ile Umc 1862,
Umc 1432 ve Phi 328175 markirlarindan tespit
edilirken, en fazla allel 4 adet ile Phi 113 ve Phi
065 markirlarinden elde edilmigtir. Okumus vd.

(2009) vyaptiklari calismada at disi misir
hatlarinda SSR markirlari ile calismis ve
ortalama allel sayisini 2.31 olarak tespit

etmislerdir. Kozhukhova ve Sivolap (2004), 17
tek melez ve 23 misir saf hattinda 10 SSR

markiri  kullanarak  yaptiklari  calismada
ortalama allel sayisini 2.8 olarak tespit
etmiglerdir. Comertpay (2008), yerel misir

populasyonlarinda yaptidi bir ¢calismada SSR
markirlarini kullanmis ve SSR lokusu basina
ortalama allel sayisini 4.09 olarak bulmustur.
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Cizelge 2. Calismada kullanilan SSR’larin, tekrarlama tipi, kromozom yeri, allel buyukligi (bg), allel sayisi ve PIC

degerleri

Markir adi Tekrarlama tipi K;%rgr?g:y / Allel t)(lé)s')]klugu A”?;;’:S”S' PIC
Phi 127 AGAC 2.07 75-150 3 0.49
Phi 090 ATATC 2.08 140-160 2 0.68
Bnlg 197 di-repeat 3.06 100-155 3 0.84
Nc 135 AG 4.01 120-270 3 0.29
Phi 113 GTCT 5.02 130-300 4 0.87
Umc 1178 (GGC)6 6.02 135-175 3 0.42
Umc 1014 (GA)12 6.04 100-150 3 0.86
Phi 034 CCT 7.02 80-150 3 0.50
Bnlg 1176 AG(37) 8.05 170-260 3 0.72
Umc1862 (GA)8 11 150 1 0.28
Umcl719 (GCG)5 4.10-4.11 70-110 2 0.00
Umcl1447 (CTT)4 5.03 80-130 2 0.15
Umcl1432 (AG)6 10.02 120 1 0.00
Phi402893 AGC 2.00 220-450 3 0.61
Phi085 AACGC 5.06 230-240 2 0.74
Phi093 AGCT 4.08 300-310 2 0.72
Phi053 ATAC 3.05 190-200 2 0.79
Phi041 AGCC 10.00 220-250 2 0.52
Phi328175 AGG 7.04 330 1 0.00
Phi065 CACTT 9.03 140-170 4 0.92
Phi015 AAAC 8.08 90-110 2 0.80

Warburton vd. (2002) ise ortalama SSR basina
4.9 allel saptamistir. Arastirmada elde edilen
allel sayisi Okumus vd (2009) ile Kozhukhova
ve Sivolap (2004) ile benzer olurken,
Comertpay (2008) ve Warburton vd. (2002)'a
gbre daha az olmustur. Kullanilan genotiplerin
ve markirlarin farkhhidi, jel sistemlerinin ayri
olmasi ve bant skorlama (var, yok ya da
genotyper programlari gibi) islemleri farkl allel

sayllarinin elde edilmesine neden
olabilmektedir.
Calismada  kullanilan  SSR  markirlarinde

yaklasik allel uzunluklari 70 ile 450 b¢ arasinda
degismistir. Allel buyikligl en uzun 450 bg ile
Phi402893 markirindan elde edilirken, en kisa

allel uzunlugu ise 70 bg ile UMC 1719
lokusundan elde edilmigtir (Cizelge 4.104).
Cdémertpay (2008), 20 yerel misir

populasyonunda genetik cesitliligi arastirdidi
calismasinda SSR markir sistemini kullanmis
ve bant uzunluklarini 84 bg ile 221 b¢ arasinda
bulmustur.  Yukarida allel sayillari igin
bahsedilen konular ayni zamanda bant
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uzunluklarinin farkli olarak tespit edilmesinde
etkili oldugu dusunulmustir. Polimorfizm bilgi
icerigi (PIC) allelik cesitliligi dlgen bir parametre
olup herhangi bir markir hakkinda temel bilgi
veren ve markirin etkinlik derecesini ifade eden
bir parametredir. Calismada PIC degerleri 0.15
ile 0.92 arasinda degismistir. 0.00 degerleri
monomorfik bantlardan elde edilmis olup bu
deger haricinde en dusuk PIC degeri 0.15 ile
Umc 1447 SSR lokusundan elde edilirken en
yuksek degeri 0.92 ile Phi 065 markirinda
saptanmistir (Cizelge 2). Warburton vd. (2002)
PIC degerini 0.17 ile 0.85, Okumus vd. (2009)
PIC degerlerini 0.04 ile 0.66 arasinda ve
Coémertpay (2008) 0.52 ile 0.95 arasinda
bulmuslardir. Calismada elde edilen degerler
onceki calismalar ile  uyumludur. Baz
primerlere ait jel gorlntuleri Sekil 1'de
verilmigtir. Benzerlik matrisleri Dice (1945)'e
gére olusturuimus ve hatlarin  benzerlik
oranlarini  gosteren, aritmetik ortalamalar
kullanilarak elde edilen tartisiz esli grup metodu
(UPGMA) analizine gore elde edilen
dendogram (UPGMA) Sekil 2'de verilmistir.
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Sekil 1. Kendilenmis misir hatlarina ait Phi 113, Phi 093, ve Phi 065 SSR primerlerinin amplifikasyon Uriinleri (1.
Ant-24698, 2. Ant-24702, 3. Ant 910255, 4. Ant i-05, 5. Ant i-08, 6. Ant I-09, 7. Ant i-39, 8. Ant i-42, 9. Ant i-44,
10. Ant-i46, 11. Ant I-47, 12. Ant i-69, 13. Ant i-81, 14. Ant i-82, 15. Ant i-84, 16. Ant [-89, 17. Ant I-98, 18. TK 12,

19. TK 56, 20. TK 72), MW:Molekiler Weight

2 temel kimeden meydana gelen dendogram 4
ana ve 8 alt kime veya grup (cluster)
olusturmustur. Dendogram  Cizelge 3'te
Ozetlenmigtir. Calismada ana gruplar, tropikal
kokenli, Stiff-Stalk, karisik ve Lancaster
heterotik gruplarindan olusmustur. I.Ana grup
(Tropikal) Ant 910255 ve Ant | -98 hatlarindan
olusmustur. Ant | -98 hattt CIMMYT DTPY
populasyonundan gelistiriimis tropikal bir hattir.
Diger taraftan Turkiye‘de geligtirilen Ant 910255
hattinin pedigre verileri bu hattin CIMMYT
kokenli olabilecegdini ortaya koymustur.

Il. Ana grupta Ant | -84, Ant i -82, Anti-47, Ant
i -42, Ant | -81 ve Ant | -08 hatlarinin agirlikli
olarak Stiff-Stalk heterotik grubunda yer aldigini
Mikel (2006), Mikel ve Dudley (2006) ve Nelson
vd. (2008) tarafindan yapilan pedigre ve SSR
analizleri sonuclart da dogrulamistir. Diger
taraftan bu ana grupta yer alan TK 12, TK 56 ve
TK 72 hatlar Turkiye'de gelistirilmis ve pedigri
bilgilerine  dayanarak  heterotik  gruplar
hakkinda bilgi dretilmistir. Bu grubun alt gruplari
incelendiginde beklenildigi gibi TK 56 hatti ve
TK 12 hatlan Stiff-Stalk grubunda yer almistir.
Ancak Lancaster heterotik grubunda yer almasi
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gereken TK 72 (FRMo17) hatti bu ana grupta
yer almistir. TK 72 hattinin seleksiyonla
(kendileme) Turkiye'de gelistirildigi
bilinmektedir. Bu  farkhligin daha ¢ok
seleksiyondan kaynaklanabilecegi
distnlUlmektedir. Ayrica Il.Ana grup, IV.alt
grupta yer alan diger hatlarin karigik veya
Maize Amargo genetik ge¢cmisi oldugu ortaya
konulmustur.

Ant 1-69 hatti calismada yer alan diger
hatlardan farkl olup tek basina lll. Grubu
olusturmustur. Nelson vd. (2008) SSR analizleri
sonucu bu hattin karisik genetik yapiya sahip
oldugunu ortaya koymuslardir.

VI. Ana grubunda agirlikli olarak Lancaster
heterotik grubundan hatlar yer almistir.
Turkiye'de gelistirilen ve daha énce herhangi bir
sekilde heterotik grubu belilenmeyen Ant-
24702 ve Ant-24698 hatlari bu grupta yer
almistir. Bu hatlardan Ant-24702 hatti lodent
grubundan Anti-09 hatti ile ayni alt kiimede
(VI) yer almistir. Ant 24698 ise Ant i-89, Ant i-
44, Ant i-05 gibi Lancaster genetik gecmisine
sahip hatlar ile VIII. alt kimede bulunmustur.
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Sekil 2. Aritmetik ortalamalar kullanilarak olusturulan tartisiz esli grup metodu (UPGMA) analizine gore,
genotiplerin benzerlik oranlarini gésteren dendogram
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Cizelge 3. UPGMA dendogramina gdre hatlarin yer aldigi kiimeler ve heterotik gruplari

Ana grup (Cluster) (/?letuil;i‘:) Hatlar Kaynak populasyon Heterotik grup
. Missiori ECB
I.Grup (Tropikal .Grup Ant-910255 DTPYC9 (CIMMYT, Tropikal
kokenli) Ant | -98 )
Tropikal)
Anti-84, Anti-82, .
1.Grup TK 56, Ant [-47 B73 Stiff-Stalk
I1.Grup (Stiff-Stalk) I11.Grup Anti-42 B73 Stiff-Stalk
FRMo17 veya
IV.Grup An-t”|<673§ Erftliz-os karisik, Stiff-Stalk,karisik
’ A632, B73/Karisik
I11.Grup (Karigik) V.Grup Ant | -69 Karigik Bilinmiyor
VI.Grup Ant | -46, Ant | -39 Mol7 Lancaster
VIIL.Grup Ant | -09, Ant 24702 Ph207, Bilinmiyor lodent, Lancaster
VI.Grup (Lancaster) ) ) Mol7
VII.Grup Ant|-89, Ant | -44 Oh43,Bilinmiyor Lancaster
’ Ant 24698, Ant | -05 ) ’
Karigik
4. Sonug Erdal, S., Pamukcu, M., & Savur, O. (2011). Yeni
misir (Zea mays L.) germplasm kaynaklarinda
Bu calisma ile misir hatlari molekiler karakterizasyon ve Cluster analizi. Turkiye IV.

yontemlerle Kkarakteriz edilmis ve genetik
uzakliklari belirlenmistir. Tartisiz esli grup
metoduna gére 2 ana ve 8 alt kime
olusmustur. Hatlarin Lancaster, Stiff-Stalk,
Tropikal kékenli ve net olarak tanimlanmayan
genetik gegmise sahip oldugu anlasiimistir. Ant
I-69 hatti, diger hatlardan ayrilarak ayri bir alt
kime olusturmustur. Elde edilen molekiiler
veriler misir gesitlerinin islah edilmesi igin
melezleme ¢alismalarinda kullanilacaktir.
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Arastirma Projeleri Yonetim Birimi Bagkanhgr 090-
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