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PCR METODU fLE KENDILENMIS MISIR HATLARINDA (S4) GENETIK
UZARLIGIN BELIRLENMESI

Billent SAMANCI*, Leyla ACIK**

OZET

Samsun, Elaz:ig ve Bolu yéresinden elde edilen F2 musir populasyonlan 1992 yihinda
kendilenmisgtir. Kendtleme iglemleri 1996 yihinha kadar devam ettirllmi$ ve S4 generasyonu-
na ait 20 musir hatti 8rmegi heterotik melezlerin dnceden tahmini igin 1997 yihinda PCR
caligmalan i¢in kullamlmgtr. Elde edilen DNA bantlanndan genetik uzakhklar (D) hesap-
lanmig ve alinan bu degerlere cluster analizt uygulanarak dendogram grafikleri
cikanlmugtir. 1. grupta 195. ve 110., Il. grupta 226. ve 238. ve lII. grupta 302. ve 520-2. hat bir-
birlerinden genetik balkimdan en uzak hatlar olarak belirlenmigtir. Bunlar arasinda
yapilacak olan melezlemeler sonucu elde edilecek F ) melezlerinin heterosis gosterece@l bek-
lenmektedir.

Anahtar Kelimeler : PCR metodu, kendilenmig musir hatlan, genetik ¢ahgmalar.

ABSTRACT

THE DETERMINATION OF GENETICAL DISTANCE IN SELFED MAIZE
| LINES (Sg) BY USING PCR ANALYSIS

Selfihgs were done in F g populations in 1992 among plants collected from Samsun and
Elazig and Eolu. Selfings were done up to the year of 1996 and 20 maize line samples belongs
to S4 generation were used in PCR analysis in 1997 to predict the heterotic hybrids. Genetical
distances (D) were calculated from DNA bands and cluster analysis was done to generate
dendogram graphics. The highest genetical distances were obtained in lines between 195. and
110. in group I and 226. ve 238. in group Il and 302. and 520-2. in group IIL. It is expected that F }
hybrids would show heterosis as a result of crossing among these lines.

Key Words : PCR method, inbred corn lines, genetical studies.

GIRlS

Misir 1slahinda kendilenmis hatlarindan hangilerinin heterosis gosterebile-
cegini dnceden tahmin etmek gerekmektedir. Elde edilen saf hatlar arasinda genel
ve 8zel uyugma yeteneklerinin saptanmasi igin melezlemeler yapilmasi ve elde edi-
len melez cegitlerin arazide test edilmesi genel olarak uygulanan bir yéntemdir. Fa-
kat bu yontem daha fazla zaman harcanmasini ve masraf yapilmasim gerektirmek-
tedir. BU nedenle melezlemeleri en az dfizeye indirmek ve hibrid kombinasyonuna
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girecek hatlan dnceden belirlemek bu olumsuzluklarn giderecektir. Son yillarda
molekdler biyoloji tekniklerl seleksiyonda daha etkili olabilmek icin kullanilmakta
ve bu teknikler de protein DNA polimorfizmi tizerine kurulmaktadir.

‘Kendilenmig musir hatlannda hibrid verimliligini belirleyebilmek igin 6ncelerd
protein isozimlerl kullamltmgtir (Hunter ve Kannenberg, 1971; Gonella ve Paterson,
1978; Frel ve ark., 1986). Bu aragtirma sonuglarina gére verim icin genel uyusma ye-
tenegi ile heterozigot olan isozim lokuslan arasinda pozitif korelasyon bulun-
masina ragmen 6zel kombinasyon yetenegi arasinda bulunamamigtir. RFLP (Res-
triction Fragment Length Polymorphism)'nin isozim ¢alismalarindan daha avan-
tajl oldugu bildiriimigtir (Smith ve ark., 1990). {sozimlere gére RFLP'nin daha fazla
polimorfizim ve genomun degigik bolgelerinde bulunmasi bu metodun tisttinltklert
olarak bilinmektedir. RFLP farkhliklarinin hibrid verimliligi ile iliskisini belirleye-
bilmek {¢in yapilan bu ¢aligmalarda verimlilik fle RFLP lokuslan arasinda korelas-
yon bulunmamasina ragmen, kendilenmig hatlar arasinda heterotik gruplarin be-
llrl(‘enmesj saglanabilmigtir.

PCd (Polymerase Chain Reaction) tekniklerl belirlli DNA segmentlerinin
¢ofaltilmasi esasina dayanmaktadir. Bu da enzimatik olarak belirli bir DNA zinci-
rinin karsiti olan primerlerden yararlanilarak gergeklestirilir. PCR tekniginde ¢ok
dastk oranda DNA miktarna gereksinim duyulmasi (100 mg-1 pg) bu teknigin
baglica tistanlagana olugturmaktadir. PCR marker olarak filogenetik iligkilerde
kullanildi@: gibi, gesit belirlenmesinde ve agiim goésteren populasyonlarda genoti-
pik varyasyonun belirlenmesinde de kullanilmaktadir (Welsh ve ark., 1991; Rom ve
ark., 1995; Cheep ve ark., 1991). Bu ¢alisgmanin amaci, kendilenmis (S4) 20 msir
hattinda genetik uzakhklarin PCR analizi ile tahmin edilmesi ve heterotik melezleri
énceden belirlenmesi olmustur.

MATERYAL VE METOD
Bitki Materyali

Bu caligmada kullamlan kendilenmis 20 Sq4 musir hatti Adana'da 1992 yilinda
baglatilan 1slah ¢aligmalarindan elde edilmistir. Bu calismalarda agiktan dollenen
F2 musir populasyonlan degisik illerden (Bolu, Samsun ve Elazig) temin edilmigtir.
Kendileme islemi 1992, 1993, 1994, 1995 ve 1996 yillarinda yapilmus ve 1997 yihinda
elde edilen S4 generasyonundan yaprak 8rnekleri ahnarak DNA izalasyonu i¢in
kullanilmigtir. DNA izalasyonu ve PCR reaksiyonlar1 Gazi Universitesi Fen-
Edebiyat Fakuiltesi Biyoloji Bsloma olanaklan kullanilarak gerceklestirilmigtir.

DNA Ekstraksiyonu

1997 yilinda 20 farkli pedigriye sahip S4 generasyonuna ait misir tohum
6meklerl i¢inde turf ve perlit karigimi bulunan violler icinde cimlendirilmis ve bitki
btiytitme odasinda gelismeye birakilmistir. Bitkiler 4 yaprakh olunca yaprak
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orneklerl sivi nitrojende ezilmiy ve DNA izole edilmis ve RAPD reaksiyonlan
gergeklegtirilmigtir (Actk ve ark., 1997). Reaksiyonlar 20 mM Tris-HC), 0.8 % noni-
dent P40, 25 mM MgClp, 100 uM dATP, dCTP, dGTP, dTTP, 0.2 uM primer, 25 ng musir
genomik DNA ve 1 U Taq polimeraz ile gergeklestirilmigtir. Amplifiye olmug DNA
pargaciklan 1 X TAE buffer igeren % 1.9'luk agoros gel elektoforezi ile ayrigtirims
ve 20 ul hactmlik 6rnek gel 0zerine yoklenmig ve ethidium bromide ile boyanmistur.
Ortaya ¢ikan DNA bantlarimn fotograflan gekilmigtir.

Verl Analizsi

Her bir ornekteki DNA bantlari kaydedilmis ve bunlar birbirleri ile
karsilagtinlmigtir. Kendilenmig hatlar arasindakl varyasyon benzerlik olarak "S"
belirlenmis ve S = 2 X NAB /NA + Np olarak formale edilmigtir (Wolf ve Rijn, 1993).
NAB. A ve B kendilenmig hatlar arasindakl ortak bant sayisi, NA ve NB ise A ve B
kendilenmig hatlannin géstermis olduklan bant sayis1 olarak alinmistir. Benzerlik
ol¢tisn (S) aymi zamanda ortak bant orani olarak da sylenebilir. Genetlk uzaklik D
harfl ile gésterilmekte ve D = 1-S olarak formale edilmektedir. Ortak bant analizi,
kendilenmig hatlar arasinda kargilastirma yapmada, genetik uzakhklan belirle-
mede ve dendogram grafiklerini ¢ikarmada SPSS bilgisayar programindan yarar-
lamilmusgtir.

ARASTIRMA SONUCLARI VE TARTISHA

Genetik uzakliklan belirlemek i¢in kullanilan kendilenmig 20 musir hatt: (S 4) 3
gruba aynlarak Tablo 1'de verilmigtir. Bu hatlardan alinan érneklerden izole edilen
DNA ve yoratalen PCR ¢aligmas) sonucunda amplifiye edilmis polimorfik DNA
bandlan Materyal ve Metod'ta belirtildigi gibi genettk uzakliklarin hesaplanmasi
i¢in kullanilmug ve hatlar arasindaki bu uzakhklar (D) Tablo 2, 3 ve 4'te verilmigtir.
Hatlar arasindaki genetik uzaklik degerleri O ve 1 arasinda degigim gostermistir. 0
degerl hatlar arasinda genomik farklihklarin olmadigin belirtmektedir. 30. hat 1.
grupta 110., 194., 195. ve 196-2. hatlarla genetik olarak benzer olduklan

Tablo 1. PCR Analizinde Kullanilan 20 Kendilenmis (S4) Misir Hattimn Elde Edil-

digl Pedigri'ler ve Orjinler
L 11 1

Pedigri Orijin Pedigri Orijin Pedigri Orijin
312 _ Samsun 224 Samsun 302 Elazig
80 Samsun 226 Samsun 316 Bolu
110 Samsun 233 Elazig 390 Bolu
190-2 Samsun 238 Elazig 4b0 Bolu
194 © Samsun 256 Elazig 520-2 Bolu
195 Samsun 288 Elazig 558 Bolu
196-2 . Samsun 651 Bolu
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Tablo 2. 3‘2. 80, 110, 190-2, 194, 195 ve 186-2 Olarak Kodlanan Kendilenmig Misir
(S4) Hatlannin Genetlk Uzaklik (D) Degerleri

312 80 110 180-2 194 195 198-2
312 0
80 0 0
110 1 0 0
190-2 033 0.33 1 0
194 o ) 1 0.33 0
185 1 o 1 033 0 0
198-2 1 0 1 0.33 0 0 0

Tablo 3. 224, 226, 233, 238, 256 ve 288 Olarak Kodlanan Kendilenmig Misir (S4) Hat-

lannin Genetik Uzakhk (D) Degerleri
224 226 233 238 258 288
224 o
226 0.60 )
233 | o050 0.14 )
238 1 1 1 o
256 - 0.33 0.33 020 1 Y
288 ‘,’ 050 0.43 0.33 1 0.20 o

Tablo 4. 302, 316, 390, 400, 520-2, 568 ve 651 Olarak Kodlanan Kendilenmig Misir
(S4) Hatlannin Genettk Uzaklik (D) Degerleri

302 316 390 400 5202 568 851
302 0
316 0 0
390 050 050 O
400 050 050 O 0
5202 1 1 1 1 0
568 - 060 060 033 1 1 0
651 050 050 O 1 1 033 0

goralmagtar. Bu sonug hatlarin elde edildigi populasyonda yeteill varyasyonun ol-
madi: izlemini vermektedir.

Elde edilen bu verilerden genetik iligkiler] daha belirgin bir gekilde ortaya
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koyabilmek icin dendogram grafiklerl SPSS bilgisayar program: yardum fle gizilinig
ve Sekdl 1 a, b ve c'de g8sterilmistir. 1. grupta 195. ve 110. hat, II. grupta 228. ve 238.
hat ve 111. grupta 302. ve 520-2 hat bitbirlerinden en uzak olan hatlar olarak belir-
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Sekil 1. Tablo 2, 3 ve 4'te verilen genetik uzakhk degerleri kullarularak I. grup (a), 1.
grup (b) ve IIL. grup (c) S4 musir hatlarina ait dendogramilar. Uzunluklar hat-

lar arasinda genetik farklihklan belirtmektedir.
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lenmigtir. Alinan bu sonugclara gére bu hatlar arasinda yapilacak olan melezleme-
lerden elde edilen hibrid dollerin heterosis gésterme olasiliginin daha ytiksek olab-
{lecegi ve daha verimli olabilecekleri ifade edilebilir. Gtinkq, heterosis genetik
bakimdan uzak olan bireyler arasinda ortaya cikmakta ve bu sonug¢ bazi
aragtiricilar tarafindati da belittilmektedir (Smith ve ark., 1890; Godhalk ve ark.,
1990). Bu nedetile bu ¢altsmanin devami olarak 1988 yilinda bu hatlar arasinda
melezlemeler yapilacak ve hibrid verimlilikleri 19099 yilwnda aragtirilacaktur.

PCR sonuglarina gore cluster analizi yapilarak ortaya gikanlan dendogram
grafiklerl yardimi ile bireyleri heterotik gruplara ayirmak mamkion olmaktadir.
Genel olarak hibrid kombihasyonuna giren saf hatlarin says1 azdir ve yoksek per-
formans gosterecek melezlerin ortaya gikanlmas: bir melez 1slahi programmnin
baghca amacidir. Yapilan bir caligmaya gore (Halluer, 1980) 1938 yilindan bu yana
720.000 saf hat geligtirilmig ve bunlann sadece % 1'1 hibrid kombinasyonunda kul-
lanilabilmigtir. Bu nedenle hibrid kombinasyonuna girmeyen saf hatlarin 6nceden
elenmesi zaman kaybini 6nleyecek ve tohumluk maliyetint dagarecektir. Bu saymin
dagaralmesi gegmigte olmayan fakat son zamanlarda kullanilan PCR metodu gibi
"molekaler genetik teknikletl' yardimei olabilecektir.
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