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Bu g¢alismada, Glkemizde yaygin olarak Uretimi yapilan dort tritikale ¢esidi ve dort tritikale hatti arasindaki genetik
uzaklik basit (sekans) baz dizilimi arasi tekrarlamalar (ISSR) metodu ile incelenerek; kullanilan 16 primerden 14’nin
polimorfik bant verdigi gorilmistir. Calismada kullanilan genotiplerdeki ortalama polimorfizm orani ise % 42.27
olarak belirlenmis; ayrica, toplamda 97 bant ve 41 adet polimorfik bant elde edilmistir. Polimorfik primer basina
elde edilen ortalama bant sayisi 6.9 ve polimorfik bant sayisinin 2.9 olarak saptandigi, bu arastirmada kullanilan
tritikale genotipleri arasindaki benzerlik oranlarinin % 44-89 arasinda oldugu ortaya konulmustur. Aritmetik
ortalamayi kullanan agirliksiz ¢ift grup metodu (UPGMA) analizi sonucunda birbirine genetik benzerlik bakimdan en
uzak olan gesitler Tacettinbey ile Tatlicak 97, en yakinlar ise SDU-43 ve Tacettinbey olarak bulunmustur. Ote yandan,
gosterdikleri genetik varyasyon bakimindan Karma 2000, Tacettinbey cesidi ile SDU-43 hatti ayni gruba girmislerdir.
Bu galisma ile Tirkiye’de tescili edilmis tritikale gesitleri arasinda belirgin ve amaca uygun bir genetik varyasyonun
bulundugu ortaya konularak, ¢esit adayi olabilecek potansiyele sahip hatlarin islahinda, uygun metotlarin secgilmesi
ve bu bakimdan genotipik benzerlik/farkliliklarin saptanmasinda ISSR-PCR yénteminin oldukga gtivenilir ve yararli bir
teknik oldugu anlagiimistir.

Anahtar Kelimeler: Tritikale, ISSR-PCR, genetik uzaklik, polimorfizm

Molecular Characterization of Triticale Genotypes (X Triticosecale
Wittmack) Based on ISSR-PCR

In this study, genetic distance among 4 triticale cultivars cultivated in our country and 4 triticale lines was examined
using the inter simple sequence repeat (ISSR-PCR) method and the 14 of used 16 primers gave polymorphic bands.
The average polymorphism rate in the genotypes used in the study was determined as 42.27 %; in addition, in total,
97 bands and 41 polymorphic bands were obtained. Research results showed that the average number of bands
per polymorphic primer and the number of polymorphic bands was 6.9 and 2.9, respectively and the similarity
ratios between the genotypes used in this study were found to be between 44-89 %. According to the unweighted
pair group method with arithmetic mean (UPGMA) analysis results, in terms of genetic similarity, Tacettinbey and
Tatlicak 97 varieties were the most distant, but SDU-43 and Tacettinbey varieties were the closest among the
genotypes. On the other hand, In terms of genetic variation, Karma 2000, Tacettinbey variety and SDU-43 line
placed in the same group. In this study, establishing to be in attendance of a genetic variation evident and accord
with the aim among triticale varieties registered in Turkey, it was understood that ISSR-PCR method was quite
reliable and a beneficial technic in selecting of the appropriate methods and from this viewpoint in determining of
genotypic the similarity / diversity in the breeding of the line to be the candidate variety.
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Giris

Dilinyada yetistirilen bitki desenleri arasinda daha
cok tahil dretimi yapilmaktadir. Hayvansal
gidalarin pahali olmasi ve depolanmasinin giigligi
nedeniyle bitkisel gida maddelerinin Uretimi 6n
plana ¢ikmaktadir. Bitkisel gidalar icinde tahillar
onemli bir besin kaynagi olup, tritikale de bunlar
arasinda o6nemli bir tahil tlrGdar. Bitki olarak

cavdara, tane olarak bugdaya benzeyen
tritikalenin verimi optimum kosullarda bugdaydan
daha yuksektir. Tritikalenin kalite 6zellikleri heniiz
istenen dizeye getirilememistir. Bugdaya gore
tanesinin protein icerigi yiksek (Alp, 2009), fakat
gluten miktari ve kalitesi dusiktir (Furan ve ark.,
2005). Bu nedenle ekmek yapimi icin tek basina
yeterli olmayip, tanesi tahil trtinlerine katki olarak
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tane ve yesil ot olarak hayvan beslemede
kullaniimaktadir.  Ayrica  tanelerinin  fosfor,
mangan, demir ve bakir icerigi de oldukca
yiksektir (Cift¢ci ve ark., 2003). Tritikale olumsuz
cevre kosullarina diger tahillardan daha fazla
dayanikli oldugu igin, yetistiriciliginde girdisi az
olmakta ve dolayisiyla gevreyi koruma o6zelligi 6n
plana gikmaktadir.

Tritikale beslenme sorunlarini ¢dzmede alternatif
bir tahil olarak gorulmektedir. Artan dilnya
nifusunun yeterli ve dengeli bir sekilde
beslenebilmesi i¢in birim alandan en ylksek
verimi ve kaliteyi veren genotiplerin gelistirilmesi
buyiuk énem arz etmekte ve bu konuda ¢alismalar
hizlh bir sekilde devam etmektedir. Dolayisiyla
sinirli ilerlemeler, yeni cesitlere olan talebi
artirmistir. Bu amagla genotiplerde varyasyon
olusturulmakta ve seleksiyon yoluyla seg¢im
yapilmakta ve Kkaliteli, verimli, hastaliklara ve

zararhlara  dayanikh  yeni  cesitler elde
edilebilmektedir.
Islah galismalarinda ©6nemli bir rol oynayan

molekiiler g¢alismalar iginde ISSR yontemi DNA
calismalarinda etkili bir yontem olarak kabul
edilmektedir. Bu metot bitkilerde gizlenen
varyasyonu belirlemede givenilir ve hizli sonuca
ulasilan araglardan birisidir (Shufang vd., 2010).
Bitki 1slahi c¢alismalarinda, genetik olarak ¢ok
benzer olan bireylerin melezlemede kullaniimasini
onlemek ve uzun sireli seleksiyon riskinin
azaltilmasi ve genetik kaynaklarin  korunmasi
bakimindan kullanilan ebeveynlerin benzerligi
hakkinda 6nceden bilgi sahibi olunmasi 6nem arz
etmektedir (Sun ve ark., 2003).

Bugday x cavdar melezinin amfidiploidi olan
tritikalede, morfolojik, fizyolojik karakterler ve
diger bazi ozellikler 1slah kriteri olarak ele
alinmaktadir. Yeni gelistirilen gesitlerin farklilik,
yeknesaklik ve durulmus, tarimsal kriterler, verim
kalite 6zellikleri belirlenmektedir.

Tarimsal bakimindan 6nemli olan verim, kalite,
soguga ve kuraga tolerans, hastalik ve zararlilara
dayaniklilik gibi 6zellikler eklemeli ¢ok genle idare
edilen kantitatif karakterler olarak bilinmektedir.
Kantitatif karakterler ¢cevre sartlarindan daha fazla
etkilenmektedir (Sehirali ve Ozgen, 1988; Bilgin,
2001).

Bitki boyu, kardeslenme, verim ve verim unsurlari,
kalite, bazi hastalik ve zararhlara karsi dayaniklilik
gibi bircok karmasik Ozelliklerin  (kantitatif
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karakterler) islahinda  molekiiler  markirlar
kullaniimaktadir. Molekiiler markir teknikleri bitki
kalitimi ve 1slahi igin, DNA diizeyinde varyasyonun
belirlenmesinde, klasik 1slah metodunda
seleksiyon uygulayarak basari sansini
artirmaktadir. Ayrica, genom haritasi (Souza ve
ark., 2008), genetik kalitim, gen islevlerin
belirlenmesi ve cesitlerin genetik farkliliklarinin
analizi gibi genetik incelemelerde kullaniimaktadir
(Souza ve ark., 2008; Mondini ve ark,. 2009).

Bu calismada, molekiler tekniklerin kullaniimasi
bilinen klasik 1slah  ¢alismalarinin  yaninda
calismalari hizlandirmasi, basari sansini artirmasi
ve onlari daha etkin kilmasi agisindan blyik 6nem
tagimaktadir. Bununla birlikte mevcut calisma
genis bir kullanim alani olan tritikalenin sahip
oldugu cesitliligin ISSR-PCR ydntemi ile tespiti ve
Tlrkiye agisindan ekonomik degeri olan tritikale
cesitlerini gelistirmeye yonelik i1slah programlarina
katkida bulunmak amaciyla yapilmistir. Tritikale
hatlarinin molekuler karakterizasyonunun
yapilarak yeni cgesitlerin gelistiriimesinde daha
etkin olarak kullanilmasi basari sansini artiracaktir.
Arastirmada, molekiler markir teknigi
kullanilarak, 4 tritikale hatti ile Tirkiye'de tescil
edilmis ve Uretim programinda yer alan 5 standart
tritikale cesitlerinden olusan toplam 9 genotip
arasindaki genetik cesitlilik ISSR yontemi ile
incelenmistir.

Materyal ve Yontem

Calismada Siileyman Demirel Universitesi Ziraat
Fakulltesi Tarla Bitkileri Bolimiinde vydirdtilen
tritikale arastirmalari sonucunda c¢esit adayi
olabilecek dort tritikale hatti (SDU-21, SDU-28,
SDU-43, SDU-64) ile Tirkiye'de yaygin olarak
Uretimi yapilan bes tritikale cesidinden (Alper Bey,
Karma 2000, Tatlicak 97, Tacettinbey, Presto)
olusan toplam dokuz genotip materyal olarak
kullanilmistir (Cizelge 1).

ISSR-PCR analizi icin Doyle ve Doyle (1987)'nin
calismalarinda ifade ettigi izolasyonyontemiyle
elde_edilen DNA’larin miktarlari spektrofotometrik
olarak 260/280 nm dalga boyunda o&l¢ilmus,
protein ve RNA kontaminasyonu olup olmadigi
incelendikten sonra PCR karisiminda kullaniimistir.
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Cizelge 1. Arastirmada kullanilan tritikale genotiplerinin pedigri ve orijinleri
Table 1. The pedigree and origins of triticale genotypes used in the study

No Hat Pedigri Orijin Islahg¢i Kurulug

1 Alper Bey Triticale BDUTAE Bahri Dagdas Uluslararasi
Tarimsal Arastirma Enstitlisi

2 Karma 2000 Triticale GKTAE Eskisehir Gegit Kusagi
Tarimsal Arastirma
Enstitlsu.

3 Tatlicak 97 Triticale BDUTAE Bahri Dagdas Uluslararasi
Tarimsal Arastirma Enstitiisu

4 Tacettinbey - - Cukurova Universitesi, Ziraat
Fakiltesi, Tarla Bitkileri
Bolimi

5 Presto Triticale GKTAE Eskisehir Gegit Kusagi
Tarimsal Arastirma Enstitiisu

6  sbU-21 Hare 263/Civet"S" CIMMYT -

7 SDU-28 Uron 1 CIMMYT -

8 SDU-43 Urss // 3814 Misi X 27181 CIMMYT -

9 SDU-64 Kiss-Urss 3310 X "S" X 23348 CIMMYT -

PCR isleminde, her tlipte toplam 25 pl‘lik optimum
PCR karisimi icin stok olarak 20 ng DNA, 50 mM
10X buffer, 25 mM MgClz, 1.25 mM dNTP, 20 uM
primer ve 5U/ ul Tag DNA polimeraz kullanilmistir
(Altindal, 2014a). Ayrica ISSR-PCR metodunda LOL,
PHV ve UBC setlerine ait 16 adet primerden
(Altindal, 2014b; Cizelge 2) tarama sonucu 14 adet
primer arastirma materyalinde polimorfik bant
Uretmesi nedeniyle c¢alismamizda kullaniimistir.
BIO-RAD Cycler Thermal marka PCR cihazinda 94

%C’de 3 dakika 1 déngii, 94 °C’de 30 saniye ile 38-
59 9C’de (Cizelge 2) 45 saniye, 72 °C’de 1 dakika 35
déngii, 72 °C’de 10 dakika uygulamadan sonra 4 °C
sicaklikta program sonlandiriimistir. PCR islemi
sonrasinda ¢ogaltilan DNA’lar elektroforezde %
2’lik agaroz jelde (Etidium bromid iceren), 1X TBE
tamponu kullanilarak 120 V da 120 dakika
ylratilmustir. Daha sonra aplike olan bantlar UV
1sik altinda goriintilenmis ve fotografi cekilmistir.
ISSR-PCR reaksiyonlari Ui¢ kez tekrar edilmistir.

Cizelge 2. Calismada kullanilan ISSR primerlerinin nukleotid sekanslari ve Tm dereceleri
Table 2. Nucleotide sequences and Tm degrees of ISSR primers used in the study

No Primer Niikleotid sekansi (5'-3') Tm dereceleri (°C)
1 LOL-3 (CA)6AC 41.0
2 LOL-4 (CA)sGT 41.0
3 LOL-5 (GA)GG 44.0
4 LOL-8 (GT)eCC 44.0
5 LOL-9 (CAC)sGC 38.0
6 LOL-10 (GAG)sGC 38.0
7 PHV-4 GGC(GT)s 59.0
8 PHV-5 ACG(CA)s 57.0
9 PHV-6 CCA(CT)s 57.0
10 UBC-807 (AG)sT 50.0
11 UBC-810 (GA)s T 50.0
12 UBC-811 (GA)sC 52.0
13 UBC-812 (GA)sA 50.0
14 UBC-814 (CT)sA 54.0
15 UBC-826 (AC)sC 52.0
16 UBC-854 (CT)sRG 55.0
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Jeller Uzerinde gozle goriilebilen ve kolaylkla
sayilabilen bantlar var ve vyok (1/0) olarak
kaydedilmistir Olusturulan veri matriksi Numerical
Taxonomy and Multivariate Analysis System

(NTSYS-pc ver. 2.2) (Rohlf, 1991) programi
kullanilarak  incelenmistir. ~ Ayrica tritikale
genotipleri  arasindaki  genetik  varyasyonu

incelemek amaciyla temel bilesenler analizi (PCA)
yapilmistir.

Altindal ve ark., 2017: 14 (03)

Arastirma Bulgulari ve Tartigsma

Calismada kullanilan primerlerden 14 tanesi
tekrarlanabilir ve guvenilir polimorfik ISSR-PCR
Granleri vermistir. Amplifikasyon gosteren bu
primerlerin bant 6zellikleri Cizelge 3’de verilmistir.
Cizelge 3’'e gore tritikale genotiplerinde
amplifikasyon gosteren 14 adet primerden toplam
97 adet bant elde edilmistir. Amplike olan bu
bantlardan 41’i polimorfik bant vermistir. Toplam
polimorfizm orani % 42.27 olarak saptanmistir.

Cizelge 3. Calismada kullanilan ISSR primerlerinin bant 6zellikleri
Table 3. Band characteristics of ISSR primers used in the study

Primer Toplam bant sayisi Polimorfik bant sayisi Polimorfizm (%)
LOL-3 7 3 42.86
LOL-4 5 2 40.00
LOL-5 5 2 40.00
LOL-9 5 3 60.00
LOL-10 8 2 25.00
PHV-5 8 2 25.00
PHV-6 8 3 37.50
UBC-807 8 4 50.00
UBC-810 7 3 42.86
UBC-811 9 3 33.33
UBC-812 6 4 66.67
UBC-814 6 3 50.00
UBC-826 7 4 57.14
UBC-854 8 3 37.50
Toplam 97 41 42.27

Arastirmamizdaki sonuca benzer olarak geltikte %
46.02 (Qian ve Hong, 2001) ve % 82.67 (Mengistu,
2011), arpada % 83.00 (Fernandez ve ark., 2002),
bugdayda % 34.20 (Milad ve ark., 2011) ve misirda
% 72.73 (Ziarovska ve ark., 2013) oranlarinda
polimorfizm belirlemislerdir.

Stojalowski ve Goral (2002) tarafindan yapilan bir
arastirmada, 5 triticale genotipi ile 3 triticale
cesidinde ISSR markirlarini  kullanarak genetik
cesitlilik incelenmis, c¢alismada 10 adet ISSR
primerinin disik seviyede polimorfizim gosterdigi
bildirilmigtir.

Nagaoka ve Ogihara (1997), hekzaploid bugdayda
100 ISSR primeri kullanilarak yaptiklari ¢alismada
350 adet bant dretildigini belirlemistir. Pujar ve
ark. (2002) vyaptiklari ¢alismada, bugday
genotiplerini 100 ISSR markiri  kullanarak
karakterize etmis ve 15 ISSR primerinin toplam
134 bant Urettigi bildirilmistir. Sofalian ve ark.
(2008) 33 vyerel ve 6 ekmeklik bugday cesidi
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lizerinde yaptiklari genetik gesitlilik analizinde 15
ISSR primeri kullanmis, ¢alismalarinda 106 tanesi
polimorfik olan 129 adet bant cogaltmislar ve
polimorfizm oranini % 82.20 olarak
hesaplamislardir. Altindal (2014) 23 yerel ekmeklik
bugday ve 5 tescilli gesit, 23 adet ISSR primer ile

genetik  farkliigi  belirlemeye c¢alismis, bu
primerlerden sadece 16’si polimorfik bant
Uretmistir  Polimorfizm orani  kontrol olarak

kullanilan gesitlerde % 0-70 arasinda, diger bugday
genotiplerinde ise % 30-100 arasinda degismistir.
Yine, materyalin toplanmasi esnasinda belirli ¢esit
ismi verilen genotipler kontrol c¢esitlerine
benzerlik gostermemistir.

Calismamizda en fazla bant Ureten primer UBC-
811 primeri olup (Sekil 1), 9 adet bant elde
edilmistir En az bant veren primerler LOL-4, LOL-5
ve LOL-9 olup, 5er adet bant olusturmustur.
Polimorfik primer basina elde edilen ortalama
bant sayisi 6.9 olurken, polimorfik primer basina
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elde edilen ortalama polimorfik bant sayisi ise 2.9
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olarak belirlenmistir.

Sekil 1. UBC-811primerine ait jel goriintiisu
Figure 1. The gel image of UBC-811 primer

Polimorfik primerlerden elde edilen PCR Urlinlerin
bant matriksleri yardimiyla olusturulan benzerlik
oranlarina ait degerler Cizelge 4’de verilmistir. En
yiksek benzerlik orani (% 89) SDU-43 tritikale

hatti ile Tacettinbey tritikale c¢esidi arasinda
olusurken, en disik benzerlik orani (% 44)
Tacettinbey ile Tatlicak 97 c¢esitleri arasinda

saptanmistir Elde edilen verilere gore, birbirine en
uzak cesitler Tacettinbey ile Tatlicak 97, en yakin
ise SDU-43 ile Tacettinbey genotipleri olmustur
Tritikale genotiplerine ait pedigri bilgileri

incelendiginde (Cizelge 1) islah edilmis ¢esit olan
Karma 2000 ile Alper Bey’in farkh orjinlere sahip
olmasina ragmen iki cesidin % 76 oraninda
birbirine benzer oldugu goérilmektedir. Ayrica
Alper Bey ile Tatlicak 97 ve Karma 2000 ile Presto
ortak anaglara sahip olmalarina ragmen benzerlik
oranlari dislik olmustur (sirasiyla % 54 ve % 60).
Bu durum, genotiplerin morfolojik ve ekolojik
orijinleri ile baglantil olabilecegi ya da bunlardan
bagimsiz  olarak  ortaya cikabilecegi ile
aciklanabilmektedir (Altindal, 2014).

Cizelge 4. Tritikale genotiplerin benzerlik matriksi degerleri
Table 4. Similarity matrix values of the triticale genotypes

Genotip Alper  Karma  Tathcak  Tacettin  Presto  SDU- SDU- SDU- SDU-
Bey Bey 21 28 43 64

Alper

Bey 1

Karma 0.76 1

Tathcak 0.54 0.67 1

Tacettin

Bey 0.63 0.75 0.44 1

Presto 0.61 0.60 0.75 0.57 1

spU-21 0.73 0.65 0.55 0.61 0.68 1

SDU-28 0.59 0.77 0.65 0.70 0.63 0.70 1

SDU-43 0.57 0.70 0.49 0.89 0.65 0.50 0.69 1

SDU-64 0.54 0.61 0.63 0.58 0.54 0.67 0.76 0.58 1
Calismada, tritikale genotiplerinin  benzerlik 28, Tacettinbey ve SDU-43 vyer almis ve

indeksine gore olusturulan dendrogramda (Sekil 2)
4 kiime olusmustur Birinci kiimede SDU-64, ikinci
kiimede Tatlicak 97 yer almis ve birbirine % 63
oraninda benzerlik gostermistir. Bununla birlikte,
diger genotipler arasinda SDU-64 ile Karma % 61
ve SDU-28 ile Alper Bey % 59 oraninda benzer
olmustur. Uclincii kiimede ise Karma 2000, SDU-

Tacettinbey ile SDU-43 genotipleri birbirine en
yakin genotipler (% 89) olarak belirlenmistir
Dordinct kiime kendi igerisinde iki alt kimeye
ayrilmis, Alper Bey ile SDU-21 birinci alt kiime,
presto ise tek basina ikinci alt kime
olusturmustur.
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Sekil 2. Tritikale genotipleri arasindak
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Figure 2. Dendrogram showing genetic relationships among the triticale genotypes

Arastirmada tritikale genotipleri arasinda genetik
varyasyonu belirlemek igin temel bilesenler analizi
(PCA) yapilmistir (Sekil 3) Bu sonuglara gore
genotipler arasinda genetik varyasyon bakimindan
Karma 2000, Tacettinbey cesidi ve SDU-43 hatti
ayni grupta toplanmistir. SDU-21 ve SDU-28 nolu
hatlar ayni grupta, diger hatlar (SDU-43 ve SDU-
64) ise ayri gruplarda yer almistir. Diger tritikale
cesitleri ise genetik benzerlik esitliginden elde

‘Tatlicak
0480

SDU-64
o

0.254

002+

Presto
o

0224

edilen dendrograma benzer sekilde birbirinden
ayri gruplarda yer almistir. Ancak, Alper Bey, SDU-
21, SDU-28 ve Presto genotipleri dendrogramda
ayni grupta yer almasina ragmen PCA analizinde
farkh gruplarda yer almiglardir. Bu durum islah
sonucu elde edilen cesitlerin, farkli ekolojik
kosullarda yetistirilmesi veya farkli genetik
ozelliklere sahip olmasi ile aciklanabilir.

SDU-43
AT‘acettinbey

T
073 0.1

081
Dim-1

=)
i
s

Sekil 3. Tritikale genotiplerine ait temel bilesenler analizi
Figure 3. The basic components analysis of the triticale genotypes
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Sonug

Arastirmada toplam 16 ISSR primeri kullaniimis ve
tritikale genotiplerinde 14’G polimorfik bant
vermistir. Tritikale genotipleri arasindaki genetik
iliskiyi gosteren dendrograma gére 4 kime
olusmustur. Dendrogramda farkli ataya sahip olan
tritikale genotiplerinin (Karma 2000, SDU-28,
Tacettinbey ve SDU-43) ayni kiimede yer almasi ve
benzer bir genetik yapinin ortaya ¢kmasi
uygulanan islah metotlarinin bir sonucudur.
Genotipler arasindaki benzerlik oranlari % 44-89
arasinda degismistir. Tritikalede genetik tabanin
daraltildigi buna ragmen polimorfizm olustugu
soylenebilir. Buna ek olarak, tritikale genotipleri
(Alper Bey, SDU-21, SDU-28 ve Presto)
dendrogramda ayni grupta yer almasina ragmen
PCA analizine goére farkh gruplarda toplanmistir.
Tritikale genotipleri arasinda belirlenen genetik
benzerlikler, melezlemede kullanilacak
ebeveynlerin genetik yapisinin  bilinmesi ve
seciminde, genetik olarak uniform bireylerin
melezlenmesinde yardimci olacaktir.
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