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Ozet

Bu arastirmada, adi fig (Vicia sativa L.) 1slah ¢alismalarinda tane verimi ile iligkili seleksiyon kriteri
olabilecek 6zelliklerin DNA minisatellit markirlari kullanilarak 6nceden tespit edilebilmesi olanaklari arastirilmistir.
Caligmanm tarla denemeleri Akdeniz Universitesi Ziraat Fakiiltesi deneme tarlalarinda, 3 yil siire ile (1997-2000)
tesadiif bloklar1 deneme deseninde 3 tekrarlamali olarak yiiriitiilmiistiir. Arastirmada bitki materyali olarak yiiksek,
orta ve diigiik tane verimine sahip 10 adet adi fig hatt1 kullanilmistir. Cikistan 3-4 hafta sonra bitkilerden yaklagik 2 g
yaprak oOrnekleri alinmis ve DNA ekstraksiyonlar1 yapilmistir. Bitki DNA’lar1 toplam 12 adet minisatellit primeri
kullanilarak PCR cihazinda ¢ogaltma islemine tabi tutulmustur. Olusan PCR f{iriinleri agaroz jel elektroforesiz
yontemiyle ayirt edilmis ve DNA markirlart yardimiyla hatlar arasindaki genetik iligkiler saptanmistir. Korelasyon
katsayilari, path analizi sonuglari ve kalitim dereceleri degerlendirildigi zaman, biyolojik verim, gelisme notu,
ciceklenme giin sayisi, bitki boyu, bin tane agirligi ve hasat indeksi 6zelliklerinin tane verimini attirmaya ydnelik
1slah calismalarinda seleksiyon kriteri olarak kullanilabilecegi goriilmektedir. Diger taraftan DNA markir ¢alismalari
tane verimleri yiiksek olan hatlar arasinda bulunan genetik iligkilerin figde tane verimini uzun tarla denemelerini
beklemeden dnceden belirlemede kullanilabilecegini gostermistir.

Anahtar Kelimeler: Fig, Tane Verimi, Islah, DNA Minisatellit Markirlart

Early Determination Possibilities of Seed Yield in Common Vetch (Vicia sativa L.) Using DNA Minisatellite
Markers

Abstract

In this research, early determination possibilities of some characteristics related to seed yield that could be
used for selection criteria in common vetch (Vicia sativa L.) breeding program was investigated using DNA
minisatellite markers. Field trials of the study were carried out at the Experimental Field of Agricultural Faculty of
Akdeniz University in a randomized complete block design with three replications for three years (1997-2000). In the
research ten common vetch lines having high, average and low seed yield were used as plant material. About 2 g leaf
tissues were collected from each line after 3-4 weeks from emergence and plant genomic DNAs were extracted. Plant
DNAs were amplified in a thermal cycler using a total of 12 minisatellite primers. Amplified PCR products were
separated using agarose gel electrophoresis technique and genetic relationships among the lines were determined
based on the DNA markers. Evaluating the results of simple correlation and path coefficient and heritability analyses
revealed that biologic yield, spring vigour, days to flower, plant height, 1000 seed weight and harvest index could be
used as selection criteria in common vetch breeding programs for high seed yield. In addition, results of DNA marker
studies showed that genetic relationships within the high yielding lines could be used for high seed yield selection
studies prior to long field trail studies.
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1. Giris

Adi fig (Vicia sativa L.) yesil yem,
kuru ot ve taneleri kesif yem elde etmek
amaciyla saf olarak veya arpa ve yulaf gibi
tahillar ile karisik sekilde diinyada ve
Tiirkiye’de yaygin olarak yetistirilen, protein
icerigi yliksek tek yillik bir baklagil yem
bitkisidir (Cakmak¢1t ve Acgikgdz, 1994).
Yem bitkisi olmasinin yaninda, topragin
fiziksel ve kimyasal yapis1i {izerindeki

olumlu etkileri, takip eden bitkinin verimini
arttirmasi gibi olumlu &zellikleri nedeniyle
yesil giibre bitkisi olarak da Onemlidir.
Ancak tohum verim ve niteliginin yetersiz
olmasi, bu bitkinin genis alanlarda ekimini
sinirlandirmaktadir (Iannucci ve Martiniello,
1998). Adi figde tohum iiretimini arttirmak
icin tane verimi yiiksek cesitlerin 1slah
edilmesi gerekmektedir. Ancak, ¢ok sayida
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gen tarafindan kontrol edilen karmasik bir
karakter olan tane veriminin kalitim derecesi
diisiiktiir. Tane veriminin kriter olarak ele
alindigi, dogrudan tane verimini artirmaya
yonelik 1slah ¢alismalarinda basar1 sansi
oldukga zayiftir. Bu nedenle, tane verimi ile
yakindan iligkili, tane verimi iizerindeki
dogrudan veya dolayli etkisi biiyiik ve
kaliim derecesi yiiksek karakterlerin tespit
edilmesi ve seleksiyon kriteri olarak
kullanilmasi 1slah ¢alismalarinda basari
sansini attirmaktadir.

Adi figde bugiine kadar yapilmis 1slah
caligmalarinda seleksiyon kriteri olabilecek
karakterlerin  belirlenmesinde  genellikle
korelasyon katsayilari, 6zelliklerin verim
tizerindeki dogrudan ve dolayli etkilerini
ortaya koyan path katsayilar1 ve kalitim
dereceleri  kullanilmigtir.  Ancak verimi
atirmak ~ amaciyla  yiirlitilen  1slah
caligmalarinda genellikle farkli orijinli ¢ok
sayida genotipin uzun siirelerde ¢alisilmasi
gerekmektedir. Bu nedenle, 1slah
caligmalarinda is giicii, zaman ve maliyeti
azaltabilmek i¢in mevcut yoOntemlerin
yaninda yeni teknoloji ve yaklagimlardan
yararlanabilme olanaklarmin da aragtirilmasi
gerekmektedir.

Cesitler veya hatlar arasindaki
farkliligin tespit edilmesi veya c¢esitlerle
ebeveynleri arasindaki benzerliklerin ortaya
cikarilmasinda DNA markirlar1  yaygin
olarak  kullanmilmaktadir. Bu markirlar
yardimiyla arastiricilar morfolojik olarak
¢ok benzerlik gosteren tiir, ¢esit veya tipler
ve ebeveynleri hakkinda kesin bilgiler elde
edebilmektedir (Karaca ve ark., 2002).
Genetik markirlardaki (varlik yokluk veya
sekans degisimiyle) varyasyonun genlerdeki
varyasyonu  temsil ettigi  bilgisinden
hareketle bu markirlarin genetik
arastirmalarda kullanimui fikri dogmustur. Bu
amagla Sinirlandirilmis Parga Uzunlugu
Polimorfizmi (Restriction Fragment Lenght
Polymorphism (RFLP)), Mikrosatellit veya
Basit Tekrar Sekanslar1  Polimorfizmi
(Simple Sequence  Repeat  Lenght
Polymorphism (SSR  veya SSRLP)),
Cogaltilmis Parga Uzunluk Polimorfizmi
(Amplified Fragment Lenght Polymorphism
(AFLP)), Minisatellite veya Yonlendirilmis
Minisatellitli DNA Cogaltim1  (Directed
Amplification of Minisatellite =~ DNA
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(DAMD)), Rastlantisal Cogaltilmis DNA
Polimorfizmi (Random Amplified
Polimorphic DNA (RAPD)) yontemleri
kullanilmaktadir. RFLP, SSCP, SSR ve SNP
tekniklerinin gilivenilir olmalari, esbaskin
ozellikte (ko-dominant) olmalar1 yaninda
analizlerinin pahali olmasi, fazla zaman ve
isglicii ~ gerektirmeleri  dezavantajlaridir.
Diger yandan RAPD teknigi,
giivenilirliginin daha az olmasina ragmen,
cabuk sonu¢ vermesi, ucuz olmasi, daha az
isgilicii gerektirmesi, az miktarda ve diigiik
kalitede DNA'ya ihtiyag duymasi gibi bir
takim avantajlara sahiptir (Karaca ve ark.,
2002).

Bu c¢alismada korelasyon ve path
katsayilar1 ile kalitim dereceleri kullanilarak
belirlenen tane verimiyle iliskili, seleksiyon
kriteri  olabilecek  Ozelliklerin ~ DNA
minisatellit markirlart kullanilarak 6nceden
tespit edilebilmesi olanaklarinin arastirilmasi
amaglanmustir.

2. Materyal ve Yontem

Bu arastirmanin tarla caligmalar
Akdeniz  Universitesi ~ Ziraat  Fakiiltesi
Deneme Tarlalarinda ti¢ yil siire (1997-
2000) ile tesadiif bloklar1 deneme desenine
gore 1li¢ tekerriirlii olarak yiiriitiilmistiir.
Arastirmada bitki materyali olarak daha
onceden tane verimi i¢in gozlenen binin
iizerinde adi fig genotipinden toplu
seleksiyon yontemiyle gelistirilen 710 adi
fig hatti arasindan secilmis olan 150 hat
icerisinden tane verimi bakimindan ilk
siralarda yer alan 4, orta siralardan 3 ve en
diisiik tane verimine sahip grup igerisinden 3
adet olmak fizere belirlenen toplam 10 adet
adi fig hatt1 kullanilmastir.

Ekimler 1997 ve 1998 yilinda Ekim
aymin son haftasinda, 1999 yilinda Kasim
aymin ikinci haftasinda 1 m uzunlugunda
acilan siralara el ile yapilmistir. Ekimlerde
10 kg/da tohum ve 3 kg/da saf N saglayacak
miktarda diamonyum fosfat (DAP) giibresi
kullanilmigtir. Hatlarin  hasatlart  her ¢
deneme yilinda da 4 Nisan ve 21 Mayis
tarihleri arasinda gergeklestirilmistir.

Hatlarda bir siradan tesadiifi olarak
belirlenen 5’er adet bitkide bitki boyu,
yaprake¢ik sayisi, bogumda meyve sayisi,
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bitkide meyve sayisi, meyvede tane sayisi,
meyveli bogum sayisi, ve bitkide tane sayisi
ozelliklerinin olglim ve sayimlari
yapilmistir. Ayrica, hatlarin 1-10 1skalasina
gore gelisme notu (l1=zayif-10=cok iyi)
(Cakmakg1 ve ark., 2005), 1000 tane agirligi,
ciceklenme giin sayisi, biyolojik verim, tane
verimi ve hasat indeksi Ozellikleri
belirlenmistir. Calisma sonunda elde edilen
ozelliklere ait verilere birlestirilmis yil
degerleri lizerinden varyans analizi yapilmis,
tane verimi ile 6zellikler arasinda iliski olup
olmadigmi belirlemek icin  korelasyon
analizi ve verimi etkileyen 6zelliklerin verim
iizerindeki dogrudan ve dolayli etkilerini
gorebilmek igin path analizi yapilmstir.
Ayrica, Ozelliklerin  kalitm  dereceleri
belirlenmistir.

Bitki materyallerine ait genomik
DNA’larin  ekstraksiyonu, saflastirilmasi,
nitelik ve miktarlarinin belirlenmesi ile PCR
islemlerinin ~ tamamlanmasi,  ¢ogaltilan
bantlarin  agarose  jel  elektroforezis
caligmalar1 Karaca ve ark. (2005)’e gore
yuriitiilmiistiir. PCR isleminden sonra agaroz
jel elektroforezinden elde edilen DNA
bantlar1 varlik ve yokluklarina gore
degerlendirildikten sonra PAUP* yazilim
programlart kullanilarak NJ dendogrami
cikartilmistir. Ayrica, tane verimi ile iliskili,
veriler Duncan testi kullanilarak
siniflandirilmis (Karaca ve ark., 2000) ve bu
simiflandirmayla  DNA  markir  verileri
karsilagtirilmastir.

3. Bulgular ve Tartisma

3.1. Tarla Denemeleri

Calisma sonunda elde edilen verilere
uygulanan varyans analizi sonuglarinda
hatlar arasinda meyveli bogum sayisi
yoniinden istatistiki olarak % 5 seviyesinde
onemli farklilik bulunurken, diger 6zellikler
yoniinden % 1 seviyesinde Onemli
farkliliklar ortaya ¢ikmistir (Cizelge 1).
Hatlar farkli kdkenlerden saglandigindan ve
bu calisma icin baz1 6zellikler yoniinden en
yiksek, orta ve en diisiik gruplardan segilmis
olmalar1  nedeniyle  varyans  analizi
sonucunda  Ozellikler ydniinden hatlar
arasinda varyasyon ortaya ¢ikmasi beklenen
bir sonugtur.

Tane verimi ve diger oOzellikler
arasindaki iligkiyi gosteren korelasyon
katsayilar1 Cizelge 1’de sunulmustur. Tane
verimi ile biyolojik verim (0.946**), bitkide
meyve sayist (0.224"), meyvede tohum
sayist  (0.532"), bitkide tohum sayisi
(0.464**), cigeklenme giin sayis1 (0.379*%*),
gelisme notu  (0.634**), bitki boyu
(0.549**) ve vyaprakcik sayist (0.424%*%*)
arasinda Onemli ve olumlu iliskiler
bulunmustur. Bu sonuglar Orak (1992) ile
Cakmakg1 ve Acgikgoz (1994)’iin
bulgulartyla benzerlik gostermektedir. Tane
verimi ile meyveli bogum sayis1 (-0.227*%)
arasinda onemli ancak olumsuz yonde bir
iligki bulunurken, hasat indeksi, bin tane
agirhgr ve bogumda meyve sayisi ile tane
verimi arasindaki iligkiler ise Onemsiz
bulunmustur.

Korelasyon katsayilar1 sadece
bagimsiz  Ozellikler —arasinda  varolan
dogrusal iliskinin biiyiikligiinli gdstermekte,
ozellikler arasindaki iliskileri tam olarak
ortaya koymada yetersiz kalmaktadir. Bu
nedenle, basarili bir seleksiyon programi
yiirlitmek i¢in ele alman ozelliklerin verim
tizerindeki dogrudan ve dolayli etkilerinin
ortaya konulmasi 6nemlidir. Bu amagcla elde
edilen verilere path analizi uygulanmis ve
sonuclar Cizelge 2’de verilmistir. Ozellikler
icerisinde biyolojik verim tane verimi
iizerinde en biiyiik dogrudan etkiye (0.9186)
sahip olan oOzellik olmus, bunu sirasiyla
hasat indeksi (0.1525) ve bin tane agirligi
(0.0825) izlemistir. Cigeklenme giin sayisi,
gelisme notu ve bitki boyunun tane verimine
dogrudan etkilerinin diigiik olmasina ragmen
biyolojik verim {izerinden olan dolayh
etkileri olduk¢a yiiksek bulunmustur (%
75.16, % 77.79 ve % 74.14). Diger
Ozelliklerin tane verimi tizerindeki dogrudan
etkilerinin paylart % 1.33-17.76 arasinda
degismistir. Calismada elde edilen bu
sonuclar Akdag ve Sehirali (1992) ile
Iannucci ve Martiniello (1998)’in bulgulari
ile uyum igerisindedir. Burada korelasyon
analizi  sonucunda tane verimi ile
aralarindaki iliskileri 6nemsiz ¢ikan hasat
indeksi ve bin tane agirliginin dogrudan
katkilarmin diger birgok oOzellikten daha
yiiksek olmast path analizinin yapilmasi
gerektigini gostermesi bakimindan
onemlidir.
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Verim ile iliskili 6zellikler iizerinden
yapilan seleksiyon c¢alismalarinda genellikle
kalitm derecesi yiiksek olan o&zelliklerin
kullanilmasi tercih edilmektedir. Bu nedenle
caligmada incelenen oOzelliklere ait genis
anlamda kalitim dereceleri (h*) hesaplanmis
ve Cizelge 1°de verilmistir. Ozellikle hasat
indeksi (0.647+£0.108), bin tane agirlig
(0.954+0.020) ve ciceklenme giin sayisina
(0.852+0.058) ait genis anlamda kalitim
dereceleri tane verimine ait kalitim
derecesinden (0.646+0.078) daha yiiksek
olmustur. Bu sonuglar Cakmake¢i ve ark.
(2005)’in bulgular1 ile benzerlik
gostermektedir.

Korelasyon Kkatsayilar, path analizi
sonuglart ve kalitim dereceleri lizerinden
ortak bir degerlendirme yapildig1 zaman,
biyolojik verim, gelisme notu, ¢igeklenme
giin sayisi, bitki boyu, bin tane agirlig1 ve
hasat indeksi ozelliklerinin tane verimini
arttirmaya yonelik 1slah  c¢aligmalarinda
seleksiyon kriteri olarak kullanilabilecegi
goriilmektedir.

3.2. Minisatellit DNA Markir Calismalart

Calismada RAPD yontemine kiyasla
daha etkin bir yontem olan minisatellit
markir sistemi kullanilmistir. Cizelge 3’te
verilen primerlerden tekrarlanabilir ve
yiiksek oranda polimorfik PCR bantlar1 elde
edilmistir.

Cizelge 3. Calismada kullanilan {iniversal

minisatellit  primerlerinin  DNA

dizinleri
Primerler DNA Dizini (5'>3") ;l;r(r:l)
URPIF  ATCCAAGGTCCGAGACAACC 65
URP2F  GTGTGCGATCAGTTGCTGGG 67
URP2R  CCCAGCAACTGATCGCACAC 65
URP4R  AGGACTCGATAACAGGCTCC 66
URP6R  GGCAAGCTGGTGGGAGGTAC 65
URP9F  ATGTGTGCGATCAGTTGCTG 67
URPI3R  TACATCGCAAGTGACACAGG 68
URPI7R  AATGTGGGCAAGCTGGTGGT 74
URP25F  GATGTGTTCTTGGAGCCTGT 65
URP30F  GGACAAGAAGAGGATGTGGA 65
URP32F  TACACGTCTCGATCTACAGG 65
URP38F  AAGAGGCATTCTACCACCAC 65

1 2 3 4 5 6 7T 8 9 10

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Sekil 1. Fig hatlarinin (1-10) minisatellit URP 9F
(tist) ve URP 13R (alt) primerlerinin PCR
cogaltimi ve agaroz jel elektroforesiz
resmi goriintiisii.

Sekil 1°de gorildigi tzere elde
edilen bantlar analizin gilivenilir sekilde
yiirtitiilebilmesine olanak saglamistir. Elde
edilen  minisatellit —makirlan PAUP*
programi  kullanilarak  ¢alisilan  hatlar
arasindaki iliskiler saptanmig ve NJ yontemi
(Neighbor Joining Method) kullanilarak
Sekil 2’de gosterilen genetik yakinlik
dendogrami elde edilmistir.
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DNA Minisatellit Markirlarindan Yararlanilarak Figde (Vicia sativa L.) Tane Veriminin Onceden Belirlenmesi

Olanaklar:

M3

A, AB, B | BC CcD D
M2
M1
M8
M7
M4
—{ MB
M11
M10
— M12
I
0.1

Sekil 2. Fig hatlarin tane verimleriyle genetik yakinliklar1 arasindaki iliski. M1, M2, M4, M6, M7, M8,
M9, M10, M11 ve M12 kullanilan fig hatlari, Dendogramin {izerindeki harfler, A, B, C ve D
Duncan gruplarini temsil etmektedir. Ayn1 gruba gruba giren fig hatlar tane verimi ydniinden
benzerlik gostermektedir. Sol altinda verilen dlgek 0.1 genetik uzaklig1 gostermektedir.

Tarla denemelerinden elde edilen 13 6zellik
Duncan testine tabi tutulduktan sonra elde

edilen gruplamalarla NJ  dendogrami
kargilagtirilmigtir.  Sekil 2’de  goruldigi
lizere, tane verimi ile hatlarin genetik

yakinliklar1 arasinda bir iligki saptanmistir.
Benzer iligki bin tane agirliginda da belirgin
olarak  goriilmiistiir. Diger  ozeliklerle
genetik benzerlikler arasinda bir
karsilagtirma Duncan gruplarinin belirgin
olmamasi nedeniyle saptanamamistir. Bu 6n
denemede DNA markirlarindan
minisatellitleri figde ilk kez kullanilmis ve
kayidadeger sonuglar elde edilmistir.

4. Sonug¢

Bu aragtirmada adi figde ilk kez DNA

minisatellit markirlari kullanilarak
introduksiyon yoluyla toplanan hatlarin
verimle iligkili Gzelliklerinin uzun tarla

denemelerinden Once tarama amagli tespit
edilebilmesi  olanaklar1  arastirilmis  ve
Ozellikle tane verim potansiyeli yiiksek olan
hatlarin genetik benzerliklerinden
yararlanilarak 6nemli ip uclar1 edilebilecegi
gorilmiistiir. Ancak, bu caligmada sadece
tane verimi bakimindan yiiksek, orta ve
diisiik verim gruplar1 6nceden belirlenen 10
adet fig hatt1 kullanildigindan sadece bir 6n
deneme niteligi tasimaktadir. Calismanin bu
on hattin yaninda diger hatlarin da beraber
kullanilarak  dogrulugunun tekrar teyit
edilmesi Onerilmektedir. Bu tiir calismalar
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onemli bir bitki olan figin g¢alismalarinda
onemli katkilar saglayabilecektir.
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