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OZET

(Yiiksek Lisans Tezi)
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Uzuk KASYMOVA
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Damisman: Dr. Ogr. Uyesi Asiye ULUG

Bu ¢alismada, morfolojik olarak benzer olan Triticum aestivum ve Triticum durum
bugday tiirlerini molekiiler diizeyde ayirt edebilmek amaciyla ¢esitli niikleer ve
kloroplast gen bolgeleri analiz edilmistir. Bu kapsamda 26S rDNA, ribulose 1,5-
bisphosphate karboksilaz biiylik alt birimi (rbcL), i¢ transkribe aralik bolgesi
(internal transcribed spacer 2, 1TS2), genler aras1 aralik bolgesi (intergenic spacer,
IGS), gluten ve XDuPwl167 mikrosatellit gen bolgeleri incelenmis ve iki tiir
arasmdaki genetik varyasyonlar detayli olarak ortaya konmustur. Ozellikle IGS, 26S
rDNA ve XDuPw167 lokuslarindaki varyasyonlar, iki tiirlin genetik olarak
birbirinden agik bir sekilde ayrilabilecegini gdstermistir. Ayrica, T. aestivum ve T.
durum tiirleri arasindaki ploidi diizeyi farklari, IGS bdlgesinde gozlenen eklemeler ve

baz degisimleri ile desteklenmistir. Bu sonuglar, 6zellikle D genomunun tiir



ayriminda ayirt edici bir 6zellik tagidigini ortaya koymustur. Diger gen bolgeleri olan
rbcL ve ITS2, tiirler arasinda belirgin bir varyasyon gostermemekle birlikte,

tamamlayic1 belirtecler olarak kullanilabilir potansiyele sahiptir.

Elde edilen bulgular, bugday tiirlerinin dogru siniflandirilmasinda molekiiler genetik
analizlerin morfolojik yontemlere kiyasla daha giivenilir bir yaklasim sundugunu
ortaya koymus ve bu sayede verimli, kaliteli ve dayanikli bugday tiirlerinin
gelistirilmesine yonelik ¢alismalara O6nemli katkilar saglamistir. Bu calisma,
strdiiriilebilir bugday tretimini desteklemek amaciyla genetik kimliklendirme

yontemlerinin kullanilmasinin gerekliligini vurgulamaktadir.

Anahtar Kelimeler: Triticum aestivum, Triticum durum, molekiiler, gen bolgesi,

genom, tur ayrimi
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SPECIES BY A, B, D GENOME IDENTIFICATION

Uzuk KASYMOVA

Kafkas University
Graduate School of Applied and Natural Sciences

Department of BIOLOGY

Supervisor: Asst. Prof. Dr. Asiye ULUG

In this study, various nuclear and chloroplast gene regions were analyzed to
distinguish the morphologically similar Triticum aestivum and Triticum durum wheat
species at the molecular level. For this purpose, 26S rDNA, ribulose 1,5-bisphosphate
carboxylase large subunit (rbcL), internal transcribed spacer 2 (ITS2), intergenic
spacer (IGS), gluten, and XDuPw167 microsatellite gene regions were examined, and
the genetic variations within these regions were detailed for both species. Notably,
variations in the IGS, 26S rDNA, and XDuPw167 loci clearly demonstrated the
genetic differentiation between the two species. The ploidy differences between T.
aestivum and T. durum were further supported by insertions and base substitutions
observed in the I1GS region. These results highlighted the D genome as a distinctive

feature for species discrimination. Although the rbcL and ITS2 gene regions did not



exhibit significant variation between species, they may serve as supplementary

markers.

The findings confirm that molecular genetic analyses provide a more reliable
approach than morphological methods for the accurate classification of wheat species
and contribute valuable information for the development of productive, high-quality,
and resilient wheat cultivars. This study emphasizes the necessity of using genetic
identification to support sustainable wheat production.

Key Words: Triticum aestivum, Triticum durum, molecular, gene region, genom,

species differentation
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BOLUM 1: GIRIS

Bugday (Triticum spp.), yaklasik 10.000 yil once Yakin Dogu’da baglayan tarim
devriminin ardindan insanlik tarihinin en eski kiiltiir bitkilerinden biri olarak yerlesik
yasama geciste ve ilk medeniyetlerin olusumunda belirleyici bir rol oynamistir
(Shewry, 2009). Diinyada piring ve musirla birlikte en yaygin yetistirilen tahil
tiirlerinden biridir ve yaklasik 220 milyon hektarlik bir ekim alanina sahiptir (FAO,
2023). Bugday tiretimi, kiiresel gida gilivenligi acisindan kritik dneme sahip olup,
diinya niifusunun temel enerji ve protein kaynagmi olusturmaktadr (Yang vd.,
2022).

Gilintimiizde bugday, insan beslenmesinin yani sira hayvan yemi ve endistriyel
hammaddesi olarak da genis bir kullanim alanma sahiptir. Ogiitiilerek elde edilen
bugday unu, ekmekten makarnaya, biskiivilerden hamur islerine kadar ¢ok cesitli
temel gida triinlerinin iiretiminde kullanilmaktadir. Ayrica, nisasta, gluten ve yan
irlinleri gida sanayisinin yani sira kagit, tekstil ve biyoyakit endiistrilerinde de

degerlendirilmektedir (Shewry ve Hey, 2015).

Bugdayin gida endiistrisindeki belirleyici rolii, biiylik 06lgiide icerdigi depo
proteinlerinden, 6zellikle gluten kompleksinden kaynaklanmaktadir (Shewry, 2009).
Gluten, bugday endosperminde bulunan glutenin ve gliadin proteinlerinin suda
¢ozlinmeyen bir matriks olusturmasiyla meydana gelir. Bu yapi, unun suyla
karistirilmasi sirasinda esnek ve gaz tutabilen bir hamur olusmasimi saglar ve bu
ozellik 6zellikle ekmekgilikte yliksek kabarma ve istenen doku 6zelliklerini miimkiin
kilar. Gluten miktar1 ve kalitesi, unun teknolojik 6zelliklerini ve nihai {iriin kalitesini

dogrudan etkileyen baslica unsurlar arasinda yer almaktadir (Wieser, 2007).

Farkli bugday tiirleri (Triticum aestivum L.: ekmeklik bugday ve Triticum durum
Desf.: makarnalik bugday) gluten igerigi ve Kaliteleri agisindan farklilik
gostermektedir. Ekmeklik bugday, yiiksek gluten igerigi ve giiclii gluten matriksi
sayesinde ekmek ve mayali hamur iiriinleri i¢in tercih edilirken; makarnalik bugday
daha sert endospermi ve yliksek sar1 pigment icerigi ile kaliteli makarna iiretiminde

one ¢ikmaktadir (Shewry & Hey, 2015).






BOLUM 2: GENEL BiLGILER

2.1 Bugday ve Onemi

Tarimsal ekonomiye dayali yerlesik hayata gecis olarak adlandirilan ‘Neolitik
doniisim’ siirecinin gliniimiizden yaklagik 13 bin yil 6nce Dogu Akdeniz’in kiy1
bolgesi (Giiney Levant), Iran ve Irak’in Toros-Zagros smirlari, Kuzey Mezopotamya,
Gilineydogu Anadolu ve Orta Anadolu’yu igceren Bereketli Hilal olarak adlandirilan
bolgede gergeklestigi aciga cikarilmustir (Ozdogan, 2011; Broushaki vd., 2016).
Bugday ve arpa gibi tarimsal iirtinler ilk olarak bu bolgelerde islah edilmistir ve
zamanla tiim kitalara yayilmistir. Gliniimiizde bugday diinya capinda genis bir
cografi dagilima sahiptir. Basta Cin, Hindistan, Amerika Birlesik Devletleri, Rusya
ve Fransa olmak iizere bir¢ok iilkede biiylik 6lcekli bugday iiretimi yapilmaktadir
(Yue vd., 2022). Dogal olarak iliman iklimlerde yetisen bugday, farkli toprak ve
iklim kosullarma kolayca uyum saglayabilmektedir. Bugday iiretiminde 6ne ¢ikan
iilkeler, yerel tiikketim ihtiyaclarinin karsilanmasinda ve ihracat yoluyla diinya

pazarma katki saglanmasinda 6nemli rol oynamaktadir (FAO, 2023).

Tirkiye, bugday iiretimi agisindan kiiresel Ol¢ekte onemli bir konuma sahiptir.
Tirkiye'de bugday, iklim ve toprak kosullarina gore degisen farkli bugday tiirleriyle
iilkenin ¢esitli bolgelerinde yetistirilmektedir. Orta Anadolu Platosu en fazla bugday
iretilen bolgedir. Ege ve Akdeniz Bolgeleri’nde durum bugday: (Triticum durum)
uiretilmektedir. Bat1 Karadeniz Bélgesi'nde siyez bugdayi (Triticum monococcum L.),
Dogu Anadolu Bolgesi’nde oOzellikle Kars sehrinde kavilca bugdayr (Triticum
turgidum subsp. dicoccoides (Asch. & Graebn.) Thell.) iretimi yaygindir
(Morgounov vd., 2016).

2. 2 Bugdayin Genetik Yapisi ve Evrimi
Birden fazla kromozom setine sahip olan bugday poliploid yapiya sahip bir bitki

tirtidir.  Poliploidi, bugdaymm genetik ¢esitliligini  sekillendiren iki ana

poliploidizasyon olay1 ile bugdayin evriminde ¢ok dnemli rol oynamistir. 500.000 ila



150.000 y1l 6nce Triticum urartu Thumanjan ex Gandilyan (A genomu) ile Aegilops
speltoides Tausch’ in (B genomu) melezlesmesi sonucu tetraploid bugday (Triticum
turgidum L.) olusmustur. 10.000 y1l 6nce, tetraploid bugdayin Aegilops tauschii Coss
(D genomu) ile melezlenmesiyle hekzaploid ekmeklik bugday (Triticum aestivum)
olusmustur. Bu olaylar, bugdaymn ¢esitli iklimlere uyum saglamasma ve genetik

cesitliliginin temelini olugturmasina katki saglamistir (Levy ve Feldman, 2022).

2.3 Morfolojik Ayirimin Zorluklari ve Genetik Ayrimin Onemi

Bugday tiirleri arasindaki ayrim tarih boyunca basak yapisi, tohum biiytikligii, rengi,
tohum kabugunun sertligi ve bitkinin genel biiylime sekli gibi tiirlerin morfolojik
ozelliklere dayanmaktaydi (Van Slageren, 1994). Bugdaym poliploid yapis1 ve
melezleme yoluyla farkl tiirlerin olusumu, morfolojik benzerlikleri oldukca yaygin
hale getirmistir. Ozellikle A, B ve D genomlarin: tastyan tetraploid ve hekzaploid
bugday tiirleri dig goriiniis acisindan biiyiik benzerlikler gostermektedir. Bu
karmagiklik, dogru tiir tanimlamasini zorlastrmakta ve tarmmsal uygulamalarda
yanlis smiflandirmaya neden olabilmektedir (Van Slageren, 1994; Salamini vd.,
2002).

Ekmeklik bugday (Triticum aestivum) ve makarnalik bugday (Triticum durum) gibi
tiirler gluten igerigi, protein yapisi ve bitki biiylime 6zellikleri bakimindan farklilik
gosterir, ancak dis goriiniisleri genellikle bu farkliliklar1 yansitmaz. Benzer Sekilde,
siyez (Triticum monococcum) ve emmer (Triticum turgidum subsp. dicoccum)
bugdayr gibi daha eski bugday tiirleri de benzer dis Ozellikleri paylasabilir.
Geleneksel morfolojik yontemler, 6zellikle tarla kosullarinda veya biiylik olcekli
iiretim alanlarinda bugday tiirlerinin yanlis tanimlanmasina yol acabilir ve bu da hem

tarimsal verimliligi hem de tiriin kalitesini olumsuz etkileyebilir (Liu vd., 2025).

Morfolojik 06zelliklerin g¢evresel faktorlere duyarliligi, bu ayrimi zorlagtiran bir
sorundur. Ornegin, bitki biiyiimesi sirasinda sicaklik, nem ve toprak kosullar1 gibi
faktorler bugdayin goriiniimiinii ve bliylime seklini dnemli dlciide etkileyebilir. Ayn1

tiirden iki bitki, degisen ¢evresel kosullar altinda ¢ok farkli morfolojik 6zellikler



sergileyebilir. Bu degiskenlik, morfolojik temelli smiflandrmada hata paymi
artirarak bugdayin genetik c¢esitliligi hakkinda yanlis sonuglara yol agmaktadir
(Tekdal ve Yildirim, 2015).

2.4 Bugday Tiirlerinin Teshisinde Genetik Arastirmalarin Rolii

Genetik analizler tiirlerin daha kesin bir sekilde ayirt edilmesi ve siniflandirilmasi
acisindan cok oOnemlidir. Genetik yontemler, bitkilerin gen yapilarmi inceleyerek
morfolojik benzerliklerin Otesine gegmemizi saglar. Bu yontemler, tiirler arasinda
yalnizca dis goriiniise dayanmayan molekiiler diizeydeki farkliliklar1 ortaya
koymaktadir. Bugday tiirlerinin dogru bir sekilde tanimlanmasinda genetik ayrimin
rolii, hem tarimsal uygulamalar hem de bilimsel arastirmalar i¢in ¢ok 6nemlidir.
Genomik ve molekiiler biyoloji teknolojilerindeki son gelismeler, bugday tiirlerinin
daha dogru bir sekilde smiflandirilmasini saglamistir (Kilian vd., 2011). Bu
yontemler, A, B ve D genomlarina sahip bugday tiirlerinin dogru bir sekilde ayirt
edilmesine olanak taniyarak bugdayin evrimsel kdkeni ve genetik cesitliligi hakkinda
daha ayrintil1 bilgi saglamaktadir. Hekzaploid ekmeklik bugdaymn (T. aestivum) A, B
ve D genomlarini igcerdigi géz oniine alindiginda, genomik analizler ii¢ farkli atadan
gelen genetik materyali inceleyerek bu genomlar arasindaki kiiciik varyasyonlarla
morfolojik olarak benzer tiirlerin ayirt edilmesinde 6nemli bir rol oynamaktadir.
Genetik analizlerin bugday iiretimindeki 6nemi sadece tiirlerin dogru tanimlanmasi
ile sinirlt kalmaz. Ayni zamanda, hastaliklara kars1 dayanikli yeni bugday tiirlerinin
gelistirilmesi, iklim degisikligi gibi ¢evresel stres faktorlerine karsi direngli bugday
cesitlerinin secilmesi ve tarimsal verimin artirilmasi i¢in de hayati dneme sahiptir.
Genetik bilgi, bugdaymn 1slah programlarinda etkili bir sekilde kullanilarak, hem
yerel hem de kiiresel tarimda siirdiiriilebilir verimlilik ve kalite artis1 saglanabilir.
Morfolojik yontemlerle zor olan bu siire¢, genetik yontemlerle daha dogru ve hizli
bir sekilde yonetilebilir, boylece tarimda 6nemli kazanglar elde edilebilir (Liu vd.,
2025).

Bugday, poliploid bir bitki olmasi nedeniyle A, B ve D genomlarina sahip tiirler

arasinda morfolojik agidan belirgin benzerlikler gostermekte, bu durum o6zellikle



tarimsal iiretimde ve bilimsel ¢aligmalarda dogru tiir ayrimmi gili¢lestirmektedir.
Morfolojik benzerliklerin neden oldugu bu tanimlama gii¢liigii, hatal tiir se¢imine ve
dolayisiyla verimlilik ve kalite tizerinde olumsuz etkilere yol agabilmektedir. Tiim bu
bilgiler 151831nda, bugdaym kiiresel dlgekte tasidigi stratejik tarimsal ve endiistriyel
Oonem, yiiksek verim ve {stiin kalite hedefi dogrultusunda genetik temelli,

stirdiiriilebilir 1slah programlarmin gerekliligini bir kez daha ortaya koymaktadir
(Chen vd., 2024).

Bu yiiksek lisans ¢alismasinda, morfolojik olarak benzer bugday tiirlerinin ¢ekirdek
ve kloroplast gen bolgelerinin amplifikasyonu yoluyla A, B ve D genomlarini tasiyan
tirler arasindaki genetik farkliliklarin ayrmtili bir sekilde ortaya konulmasi
amacglanmaktadir. Bu kapsamda, modern molekiiler analiz teknikleri kullanilarak
elde edilecek veriler, bugday tiirlerinin dogru ve gilivenilir sekilde tanimlanmasina,
genetik varyasyonun daha iyi anlasilmasma ve bu bilgilerin kalite odakli 1slah
calismalarina entegre edilmesine katki saglayacaktir. Genetik ¢esitliligin tarimsal
iretimde stirdiiriilebilirlik ve adaptasyon kapasitesi agisindan tasidigi kritik 6nem
g6z Oniinde bulunduruldugunda, bu ¢alismanin bulgularmin dogru tiir se¢cimi, verimli
genotip gelistirilmesi ve liretim stratejilerinin iyilestirilmesi i¢in degerli bir bilimsel
kaynak olusturmasi beklenmektedir. Ayrica, elde edilen sonuclarin iilkemizde
bugday iiretiminde kalite parametrelerinin iyilestirilmesine, gida sanayisinde {iriin
cesitliliginin artirilmasina ve kiiresel Olgekte artan kaliteli gida talebine cevap
verecek yiiksek performansli bugday genotiplerinin gelistirilmesine katki saglamasi
hedeflenmektedir. Sonug¢ olarak, bu calisma; bugday tiirleri arasindaki genetik ve
morfolojik farkliliklarm bilimsel temelde dogru bi¢cimde saptanmasi ve bu bulgularin
tarimsal uygulamalara ve modern islah programlarina entegre edilmesi yoluyla
tarimsal verimlilik, adaptasyon yetenegi ve kaliteyi artirmaya yonelik somut ve

uygulanabilir bilgiler sunmay1 amaglamaktadir.



BOLUM 3: MATERYAL ve METOT

3.1 Bitki Materyalleri

Morfolojik olarak benzerlik gosteren Triticum aestivum ve Triticum durum
bugdaylar1 Kirsehir Ahi Evran Universitesi Ziraat Fakiiltesi Tarla Bitkileri

Boliimii’nden alinmistir.

3.2 DNA lzolasyonu ve DNA Barkod Primerleri

Ekmeklik ve makarnalik bugdaya ait tohumlar DNA izolasyonundan 6nce saksilara
ekilmistir. On giin boyunca ¢imlendirilen bugday Orneklerinden taze yapraklar
toplanarak sivi nitrojenle havanda toz haline gelecek sekilde ezilmistir. Bugday
tohumlarindan DNA izolasyonu modifiye edilmis CTAB (Cetyltrimethylammonium
bromide) metodu ile yapilmistir (Doyle ve Doyle, 1987. Her tiir i¢in bes farkli
bugday tohumunun toz haline getirilmis numunelerinden 15 mg tartilarak 6nceden
65°C’de 1sitilmis ekstraksiyon tamponu (2%CTAB, 0.1 M Tris—HCI pH 8.0, 20 mM
EDTA, 1.4 M NaCl ve kullanim 6ncesi 1 % PVP) iceren 2 ml eppendorf tiipline
koyularak karigtirilmistir. Karisimlar 65°C’de iki saat inkiibe edildikten sonra 13,000
rpm’de 10dk santrifiij edilmistir. Karisimlarin iist faz1 aliip 500uL kloroform igeren
yeni tiiplere aktarilmistir. Karisimlar 13,000 rpm’de 7 dk sanrifiij edildikten sonra {ist
fazlar1 yeni tiiplere aktarilmistir. Uzerlerine 0.08 hacim 7.5 M amonyum asetat ve
0.54 hacim isopropanol eklendikten sonra 2 saat -20°C de bekletilmistir. 14,000
rpm’de 10 dk santrifiij edildikten sonra, iist fazlar1 dokiilmistiir. Kalan ¢okeltiler bir
kez %70 etanol, bir kez de %95 etanol ile yikanarak kurumaya birakilmistir.
Kuruduktan sonra izole edilen DNA 6rnekleri 100 pl steril/niikleazdan arindirilmis
suda ¢oziilmiistiir. Izole edilen bugday DNA'larmin miktar1 ve kalitesi Biodrop Duo
mikro hacim spektrofotometresi (Biodrop pLite 7141 V.1.0.4) kullanilarak
Olctilmiistiir. Numunedeki fenolik bilesikler, protein ve ikincil metabolitlerin
kontaminasyon seviyesi A260/A230 nm oranit ile, numunedeki RNA'nin

kontaminasyon seviyesi ise A260/A280 nm orani belirlenmistir (O'neill vd., 2011).



BM Labosis (Cankaya, Ankara) tarafindan sentezlenen niikleer ve kloroplast DNA
barkodlama primerleri, amplifikasyon basarisini degerlendirmek ve tohumlarin
molekiiler tanimlanmasi i¢in kullanilmistir. Bu ¢alismada kullanilan primer

ciftlerinin bilgileri Cizelge 1’de verilmistir.

Cizelge 1. Cekirdek ve kloroplast DNA barkodlama bolgelerini ¢ogaltan primerlere

ait ozellikler

Primer 5°-3’ Sekans Urin Referans
boyutu (b¢)

26S rDNA F: TTCCCAAACAACCCGACTC 150 Alvarez ve Wendel, 2003
R: GCCGTCCGAATTGTAGTCTG

rbcL F: ATCTTGGCAGCATTCCGAGT 200
R: GCAACAGGCTCGATCTCGTA

52F F: ATTGCTCCTTGCTTATCCAGC 132 Fernandez vd. 2013
172 R: GGTGAAGGTTCAGGAC

B52F F: ATTGCTCCTTGCTTATCCAGC 132 Fernandez vd. 2013
172 R: GGTGAAGGTTCAGGAC

Dy F: ATTGCTCCTTGCTTATCCAGC 118 Fernandez vd. 2013
D156R: ACAATGGTTGTGTGCAC

ITS2 F: CAAAACACGCTCCCAACCACT 200 White vd., 1990
R: GCTTCGTTTGTTGCCTCGTTC

IGS F:CGCCATGGAAAACTGGGCAA 87-158 Li vd., 2011
R:ACCTCTCGTACCCGTTCACGT

XDuPw167 F: CGGAGCAAGGACGATAGG 210 Eujayl vd., 2002

R: CACCACACCAATCAGGAACC

Kloroplast DNA’s1 igin ribuloz 1,5 bisfosfat biiyiik alt birimi (rbcL) gen bdlgesinin
~200bg¢’lik kismini ¢ogaltan primer ¢ifti tarafimizdan tasarlanmistir. Kiiclik boyutu,
hiicre basina yiiksek kopya sayist ve hizli evrimlesme &zelligi sebebiyle
filogenenetik ¢alismalarda yaygin olarak kullanilan 26S rDNA gen bdlgesi bugday
tiirleri icin cogaltilmistir (Kuzoff vd., 1998). 26S rDNA bdlgesinin yani sira yine
yiiksek kopya sayisina sahip ribozomal DNA Internal Transcribed Spacer (ITS2)
bolgesi de amplifiye edilmistir. ITS gen bdlgesinde bulunan Intergenic spacer (IGS)



bolgesi bugdayda ploidlik (sahip oldugu temel kromozom seti) durumunu gosterir
sekilde farkli biiyiikliiklerde olmaktadir. D genomuna sahip bugdaylarda IGS’de 71
bazlik bir insersiyon gozlenmektedir (Brown vd., 1994; Sallares vd.,1995, 1999).
Amplifikasyon sonrasi primer ¢ifti D genomunda yaklasik 158 baz ¢iftlik bir tirtin
verirken (hekzaploid bugdaylar), A ve B genomu i¢in yaklasik 87 baz ¢iftlik bir iirtin
vermektedir (diploid ve tetraploid bugdaylar). IGS bolgesi de amplifiye edilerek
bugday tohumlarinin ploidlik seviyesinin belirlenerek tiirlerin kesin tayininde
kullanilmistir. (Ekmeklik bugday Triticum aestivum-AABBDD ve makarnalik
bugday Triticum durum-AABB).

Bugday tiirlerinde Glu-1 (Glutenin 1 lokusu) ekmek kalitesinde etkin olan Yiiksek
Molekiiler Agirlik (HMW) depo proteinini kodlamaktadir. Bu gen bugday A, B ve D
genomlarimda kromozom 1 {izerinde konumlanir ve iki farkli gluten altiinitesini
kodlayan X ve Y paralog genlerine sahiptir (Glu-x (132 bg¢) and Glu-y (132 bg))
(Brown,1999). Bu genler ¢ok alelli ve genoma 6zgiidiir. Yukarida verilen primer
ciftlerinin D genomuna 6zgii bir dizi elde edilmesine olanak vermedigi i¢in onlara ek
olarak Fernandez vd. (2013)’de verilen Glu-1 lokuslarinin ORF’ye (Open reading
frame) yakin bir bolgesini ¢ogaltan (118 bg) primerler ile i¢ ige PZR (Nested PZR)
kullanilmustir (Cizelge 1).

XDuPw167 lokusu bugdayda A genomu iizerinde 6. kromozomda ifade edilen
genetik bolgede bulunan bir mikrosatellit markerdir. Mikrosatellit markorler DNA
dizilerinde bulunan genellikle 1-6 baz ¢ifti uzunlugundaki tekrar motiflerini igeren
gen bolgeleridir. Mikrosatellitler, tim genomda yaygin olarak bulunur ve yiiksek
polimortfizm seviyelerine sahip olduklar1 i¢in genetik ¢aligmalar i¢in ideal araclardir.
Ifade edilen mikrosatellit markorler, geleneksel mikrosatellitlerden farkli olarak,
ekspresyon halinde olan genler ile iliskilidir ve belirli biyolojik fonksiyonlara
dogrudan baglantilidir. XDuPw167 lokusu bugdayda kalloz sentaz enzimini
sentezleyen genle baglantilidir. Kalloz sentaz bitkilerde kalloz adi verilen
polisakkaritin sentezinden sorumludur. Kalloz, -1,3-glukan adi1 verilen bir yapida
olup, hiicre duvarinda yer alir ve genellikle stres yanitlar1 veya gelisimsel siireclerde

biriktirilir (Zhu vd., 2021). Bu mikrosatellit markoriide hexaploid ve tetraploid



bugday tiirlerindeki tekrar sayilarini agiga ¢ikarmak ve bugday tiirlerinin genetik

ayriminda kullanilmak iizere ¢ogaltilmistir.

3.3 PZR Optimizasyonu

Gen bolgelerinin amplifikasyonu i¢in 15mM MgCI2 iceren 5x HOT FIREPol®
Blend karisimi (Solis BioDyne, Tartu, Estonya) kullanilmistir. Her gen bolgesi i¢in
optimize edilmis PZR kosulu ve PZR dongiisii Cizelge 2'de verilmistir. Mavi 151k
(Vilber Lourmat, Fransa) altinda etidyum bromiir ile boyanmis %3 agaroz jelde 100
V'da 45 dakika yiiriitiilmiis PZR iriiniin beklenen boyutta oldugu dogrulandiktan
sonra, Ornekler saflastirma ve dizileme prosediirleri icin BM Labosis'e (Ankara)

gonderilmistir.

3.4 Data Analizi

Amplifiye edilen gen bolgeleri, ABI 310 Genetik Analizor (PE Applied Biosystem)
ve ABI 3730XL 96-kapiler otomatik dizileme cihazi kullanilarak BM Labosis'te hem
ileri hem de geri yonde dizilenmistir. Bu yaklasim, sekans verilerindeki herhangi bir
hata veya belirsizligin {istesinden gelinmesini saglayarak daha dogru ve gilivenilir
kromatogram verileri elde edilmesini saglamistir. DNA dizilerinin kromatogram
verilerinin gorsellestirilmesi, hizalanmasi, BLAST aramas1 ve filogenetik analizi i¢in
MEGA 11.0 yazilimi kullanilmigtir (Tamura vd., 2021). NCBI BLAST programi ,
yilksek oranda benzer dizileri bulmak i¢in dizilerin veritabanlarmi taramak i¢in
kullanilmistir (Johnson vd., 2008). Molekiiler ¢esitlilik parametreleri, MEGA 11.0
yazilimi kullanilarak ¢alisilan bugday tohumlar1 ve BLAST ile hizalanmis diziler
arasinda karsilastirmali olarak analiz edilmistir. Bu analizler, elde edilen diziler ile
ayni ya da yakin tiirlerin daha 6nce ¢alisilmis dizileri arasindaki uygunluk seviyesini

degerlendirmistir.
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Cizelge 2. Cekirdek ve kloroplast gen bolgeleri icin PZR kosullar1 ve dongii

parametreleri

Lokuslar Igerik Hacim | PZR Déngiisii
(uL) .
dH.0 13 Ilk Denatiirasyon 5dk 95°C
Master 5) Denatiirasyon | 94°C
Karigimi1 35 san
Primerler 0.5+0.5 . Baglanma 30 | 58°C
26S DNA, tbel. | (10 v 30 déngii Sang
DNA 5 Uzama 45| 72°C
(10ng/uL) san
Toplam 24 Son Uzama 10dk 72°C
dH,0 14 Ik Denatiirasyon 3dk 95°C
Master 5) Denatiirasyon | 95°C
Karigimi1 30 san
ITS2/ XDUPW167 (Plr(l)Ti/r[I)er 0.5+0.5 30 dongii SBae;glanma 40 | 60°C
DNA 5 Uzama 45 dk | 72°C
(10ng/uL)
Toplam 25 Son Uzama 10dk 72°C
dH,0 13 IIk Denatiirasyon 3min 95°C
Master 3.5 Denatiirasyon | 94°C
Karisimi 1dk
Primerler 0.4+ 0.4 . Baglanma 60°C
IGS (101M) 35 dongii 1dK
DNA 5 Uzama 1dk 72°C
(10ng/uL)
Toplam 23.5 Son Uzama 10dk 72°C
dH,0 13 [Ik Denatiirasyon 4min 94°C
Master 5 35 dongil Denatiirasyon | 94°C
Karisimi 45 san
Glu-1, 52F/172R Primerler 0.5+0.5 Baglanma 50 | 58°C
52F/156R/Dy256R | (10pM) san
DNA 5 Uzama 45 san | 72°C
(10ng/uL)
Toplam 24 Son Uzama 10dk 72°C
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BOLUM 4: TARTISMA ve SONUC

Bugday tohum o6rneklerinden yiiksek kalitede niikleer DNA(ng/ul) elde edilmistir.
Izole edilen DNA 6rneklerin safligi 230, 260 ve 280 nm absorbans degerlerinin
oranlar1 ile belirlenmistir. Bu dl¢iimler her protokolde her tohum 6rneginin aDNA’s1
icin li¢ kez tekrar edilmistir. DNA miktarlar1 Cizelge 3’de verilmistir. Bugday tohum
orneklerinden 1yi kalitede ve miktarda DNA izole edildigi i¢in gen bdlgelerinin

amplifikasyonu basarili bir sekilde gerceklestirilmistir.

Cizelge 3. Bugday tohumlardan izole edilen DNA konsantrasyonlari ve saflik

degerleri

Bugday tiirii DNA konsantrasyonu pg/ml  230/260  260/280
Triticum aestivum 1- T.al 213 1.97 1.82
Triticum aestivum 2- T.a2 68 1.89 1.65
Triticum aestivum 3- T.a3 183 1.85 1.65
Triticum aestivum 4- T.a4 215 1.85 1.65
Triticum aestivum 5- T.a5 258 1.87 1.66
Triticum durum 1-T.d1 168 1.85 1.66
Triticum durum 2- T.d2 200 1.85 1.74
Triticum durum 3- T.d3 220 1.86 1.74
Triticum durum 4- T.d4 150 1.84 1.67
Triticum durum 5- T.d5 140 1.84 1.67

4.1. 26S rDNA Bolgesinin Analizi

26S rDNA bdlgesi basariyla amplifiye edilmis ve bu gen bdlgesinin uzunlugu
incelenen bugday tiirleri i¢in yaklasik 149 baz ¢ifti olarak belirlenmistir (Sekil 1).
Calismada elde edilen 26S rDNA dizileri, NCBI GenBank veritabaninda daha once
yaymmlanmis ayni tiirlere ait dizilerle ytliksek diizeyde uyum gdstermistir (GenBank,
2025). T. aestivum, MK413186.1 aksesyon kodlu 6rnekle %100 eslesme ve %100
genetik benzerlik gostermis; benzer sekilde T. durum da MK413187.1 aksesyon
kodlu 6rnekle %100 eslesme oranina sahip bulunmustur (Sekil 2).

Amplifiye edilen T. aestivum ve T. durum tiirlerine ait 26S rDNA dizileri

karsilastirildiginda, 21., 111. ve 122. baz konumlarmda {i¢ degisken bdlge tespit
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edilmigtir  (Sekil 2). GenBank veritabanindaki ayni tiirlerin dizileriyle
karsilastirildiginda bu bdlgelerde herhangi bir varyasyon gozlenmemistir. Ancak, iki
tiir arasinda yapilan karsilastirmada 21. ve 111. baz pozisyonlarinda C-T niikleotid
degisimi (substitiisyonu) ve 122. baz pozisyonunda T. aestivum tiiriinde bir delesyon
belirlenmistir (Sekil 2).

Bu ii¢ degisken konum, T. aestivum ve T. durum arasinda kiigiik fakat anlamli
genetik farkliliklar1 ortaya koymakta ve Ozellikle poliploid bugday tiirlerinin
molekiiler diizeyde ayrimimda potansiyel belirtegler olarak degerlendirilmektedir.
26S rDNA bolgesinin genetik analizi, farkli poliploid bugday tiirleri arasindaki
genetik varyasyonlarin glivenilir bir sekilde ayirt edilmesine Onemli katki
saglamistir. Bu bulgular, tiir tayininde daha giivenilir bir yaklasim sunmanin yani
sira, A, B ve D genomlarina sahip bugday tiirlerinin dogru siniflandirilmasinda kritik
bir rol oynayabilir. Ozellikle tespit edilen bu genetik farkliliklar, poliploid tiirler

arasinda molekiiler belirte¢ olarak kullanilma potansiyeline sahiptir.

Sekil 1. T. aestivum ve T. durum tiirlerinin amplifiye edilmis 26S rDNA gen bolgesi
jel goriintiisti. Tohum kodlar1 Cizelge 1°de verilmistir. L: Diisiik molekiiler agirlikl

100 b¢ DNA belirteci

265 rDNA 1 21
[Triticum aestivum TTCCCAAACAACCCGACTCGCTGACAGCGCCTCGTGGGGCGACAGGGTCCGGGCCGGACGGGGCTCTCACCCTCCCAGGC

aestium (MKA3186.1) | L
Triticum durum LIRS S S S S S S O S M M S

[Triticum durum (MK4131871) . LIS S S A O R A O O S S O A O O S e
265 rDMA 11 122 148

[ Triticum aestivum GCCCCTTCCAGGGGACTTGBGGCCCGGTCCGCCGCTGAGGAC-CTTCTCCAGACTACAATTCGGACGGC

Triti ivum (MK443186.1) Eol R A O O P e

Titicum durum e 1L P S S S P P P P <3S P P S PP P P P P P P P PP P P P P 8 S S

[Triticum durum (MK413187.1) LI S N N R R P G

Sekil 2. T. aestivum ve T. durum tiirlerinin 26S rDNA gen bdlgesi i¢in dizileme

goruntisu
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4.2 Ribuloz 1,5 Bisfosfat Biiyiik Alt Birimi (rbcL) Gen Bolgesi’nin Analizi

rbcL gen bolgesi, Triticum aestivum ve Triticum durum tiirlerinde amplifiye edilmis
ve her iki tliirde de ayn1 gen dizisine sahip oldugu belirlenmistir (Sekil 3, Sekil 4).
Ayrica, GenBank veri tabaninda eslestikleri bugday ornekleriyle de tamamen ayni1
sekansa sahip oldugu tespit edilmistir (Sekil 4). Elde edilen sonuglar, T. aestivum ve
T. durum arasinda rbcL gen bolgesinde genetik bir farklilik olmadigini
gostermektedir. Bu durum, bu gen bélgesinin bugday tiirleri arasindaki ayrimi tek
basina yapma kapasitesinin sinirli oldugunu diisiindiirmektedir. Buna karsin, rbcL
dizilerinin GenBank veritabanindaki sekanslarla %100 uyum gdstermesi,
amplifikasyon ve dizileme siireclerinin giivenilirligini desteklemektedir. Daha 6nceki
calismalar da benzer bulgular ortaya koymustur; 6zellikle Kress ve Erickson (2007),
rbcL gen bolgesinin yakin akraba tiirler arasinda genetik farkliliklar1 ayirt etme
kapasitesinin sinirli oldugunu belirtmistir. Bu sonuglar, rbcL gen bdlgesinin poliploid
bugday tiirlerinin ayrimmda tek basmna yeterli olmadigini, ancak diger genetik
belirteglerle birlikte kullanildiginda tamamlayici ve destekleyici bir rol
oynayabilecegini gostermektedir. Tir tayininde, rbcL’nin diger molekiiler
markerlarla kombinasyon halinde daha etkili bir ara¢ olarak kullanilabilecegi

sOylenebilir.

L Tal Ta2 Ta3 Ta4 Ta5 Tdl Td2 Td3 T.d4 Td5

Vo

Sekil 3. T. aestivum ve T. durum tiirlerinin amplifiye edilmis rbcL gen bolgesi jel

goriintiisii. Tohum kodlar1 Cizelge 1°de verilmistir. L: Diisiik molekiiler agirlikli 100

b¢ DNA belirteci
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bl 1 78
TTGGCAGCATTCCGAGTAAGTCCTCAGCCTGGGGTTCCGCCCGAAGAAGCAGGGGCTGCAGTAGCTGCCGAATCTTCT

Ll (e R PO P P 1 S P PO PR S R S P P S S S P P P S P P P P S P PSS P P S PS5 P P PSP P P P P S P P P P S S P P P S P P P P S P P PP P P P P P P P 8 L S
Triticum durum - - . |- . |- . |- IR S P - . |- . |- . |- IR S P
Triticum durum MG958552. 1

164
tivum CCTGTTGC

Sekil 4. T. aestivum ve T. durum tiirlerinin rbcL gen bolgesi igin dizileme goriintiisii

4.3 Internal Transcribed Spacer (ITS2) ve Intergenic Spacer (IGS) Gen

Bolgesi’nin Analizi

ITS2 gen bolgesi basarili bir sekilde amplifiye edilmis ve hem T. aestivum hem de T.
durum tiirlerinde ayni1 gen dizisine sahip oldugu belirlenmistir (Sekil 5). Ayrica, bu
gen bolgesinin dizileri, GenBank veri tabaninda eslestikleri bugday oOrneklerinin
sekanslartyla tamamen ayni1 bulunmustur (Sekil 6). 1TS2 gen bolgesinden elde edilen
sonuglar, T. aestivum ve T. durum arasinda herhangi bir genetik farklilik
gostermemistir. ITS2 gen bolgesi, poliploid bugday tiirlerinin genetik ayrimi i¢in tek
basina yeterli degildir. Elde edilen sonucglar, molekiiler belirteglerin dogru
secilmesinin 6nemini ve tiir tayininde daha genis bir genetik analiz yaklagimmin
gerekliligini vurgulamaktadir. Amplifikasyon siireclerinin giivenilirligi, sonuglarin
dogrulugunu desteklemektedir, ancak 1TS2'min poliploid tiirler arasindaki sinirh

ayrim kapasitesi, daha giiclii belirteglerin se¢ilmesini gerektirmektedir.

L TalTa2Ta3Ta4 T.a5T.dl1Td2Td3 T.d4 Td5

Sekil 5. T. aestivum ve T. durum tiirlerinin amplifiye edilmig ITS2 gen bolgesi jel
goriintiisii. Tohum kodlar1 Cizelge 1°de verilmistir. L: Diisiik moleliiler agirlikli 100

b¢ DNA belirteci
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CGAATCCCGTTGAGGGTGGTTGGGAGCGTGTTTTGA
um KF482104 1

n
n MHG 187561

Sekil 6. T. aestivum ve T.durum tiirlerinin ITS2 gen bolgesi i¢in dizileme goriintiisi

A, B ve D genomlarim iceren poliploid bugday tiirleri arasinda morfolojik agidan
biiyiik benzerlikler bulunmasi, tiirlerin yalnizca morfolojik 6zelliklere dayanarak
smiflandirilmasinda hata payini artirmaktadir (Van Slageren, 1994; Hyun vd., 2020).
Bu durum, poliploid tiirlerin dogru bir sekilde tanimlanabilmesi i¢in daha hassas ve
giivenilir yontemlerin kullanilmasimi zorunlu kilmaktadir. DNA barkodlama
teknikleri, bitkilerde tiir diizeyinde dogru tanimlama yapilabilmesi i¢in kritik bir ara¢
olup, oOzellikle morfolojik benzerliklerin yaniltict olabildigi poliploid bugday
tirlerinde etkili bir ¢dziim sunmaktadir (Brown vd., 1999; Kilian vd., 2011; Li vd.,
2015). Bu yontemler, genetik diizeydeki farkliliklar1 ortaya ¢ikararak tiirlerin dogru
bir sekilde smiflandirilmasina olanak tanimaktadir. Bugday tiirleri arasindaki ploidlik
farkliliklarindan  kaynaklanan genetik ¢esitliligin  molekiiler diizeyde ayirt
edilebilmesi, bu genetik bilginin tarimda yenilik¢i yaklasimlar i¢in kullanilmasina
imkan saglayabilir. Boylece, bugday 1slah programlarinda genetik materyal daha
etkin bir sekilde degerlendirilebilir, bu da tarimsal verimliligin artirilmasina ve iklim
degisikligine daha dayanikli bugday cesitlerinin gelistirilmesine katki saglayabilir
(Fernandez vd., 2013).

IGS bolgesi, bugdayda ploidlik diizeyinin (temel kromozom seti sayisinin)
belirlenmesinde 6nemli bir rol oynamakta olup, farkli genom kombinasyonlarina
sahip tiirlerde farkli biiyiikliiklerde amplifikasyon {iriinleri olusturmaktadir. ITS
bdlgesinde yer alan ve genler arasi bosluk olarak islev goren bu DNA dizisi, farkli
ploidlik diizeyine sahip tiirlerde ayirt edici boyutlarda PZR iiriinleri vermektedir. 1GS
bolgesi, genetik ¢esitliligin ve ploidlik diizeyinin belirlenmesinde 6zellikle bitki
caligmalarinda yaygin olarak kullanilan O6nemli bir molekiiler belirtectir.

Caligmamizda kullanilan primer ¢ifti, D genomunu da igeren T. aestivum
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orneklerinde (hekzaploid bugday) yaklasik 158 baz ciftlik bir PZR iirlinii verirken,
yalnizca A ve B genomlarma sahip T. durum oOrneklerinde (tetraploid bugday)
yaklagik 88 baz ciftlik bir iirlin elde edilmistir (Sekil 7).

Ploidlik diizeyi, bir organizmanin sahip oldugu kromozom seti sayisini tanimlar ve
bitki 1slahi, ¢esitlendirme ve genetik analizlerde dnemli bir parametredir. Bugday
gibi poliploid bitkilerde, genom diizeyindeki farkliliklar, tiirler arasinda ploidlik
farklarina yol acar. Bu farklarin dogru bir sekilde belirlenmesi, genetik ¢esitliligin
incelenmesinde ve tiir tanimlamalarinda kritik 6neme sahiptir (Feldman vd., 2012).
IGS bolgesinin kullanilmasi, ploidlik farklarinin molekiiler diizeyde belirlenmesine
olanak tanir. T. aestivum ve T. durum arasindaki farklilik, yalnizca genom
biiyiikliiklerine degil, ayn1 zamanda genetik materyalin yapilandirilmasina
dayanmaktadir. IGS bolgesindeki baz cifti uzunluklari, farkli ploidlik diizeylerini
ayirt etmede onemli bir rol oynar (Oliviera vd., 2012; Degirmenci vd., 2022). Bu
calismada elde edilen veriler, her iki tiir arasinda belirgin ploidlik farklarini

dogrulamaktadir.

Calismada kullanilan primer ¢ifti, D genomunun tanimlanmasinda oldukca spesifik
bir sekilde ¢alismis ve T. aestivum 6rneklerinden yalnizca D genomunu i¢eren bandi
iretmistir. Bu durum, primerlerin yiiksek hassasiyetle ve dogru bir sekilde hedef
bolgeyi tanidigina isaret etmektedir. Ayrica, T. durum orneklerinde yalnizca A ve B
genomlarina ait iirlinlerin elde edilmesi, primerlerin genom igerigi spesifikligini bir

kez daha dogrulamaktadir.

Sekil 7. Triticum aestivum ve Triticum durum tiirlerinin amplifiye edilmis IGS gen

bolgesi. Tohum kodlar1 Cizelge 1°de verilmistir. L: Diisiik moleliiler agirlikli 100 bg
DNA belirteci
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1GS 1 27 3334 43 44 45 46 57 58 65 7071 76

eeeeee (M37269.1) TCGCCATGGAAAACTGGGCAAAACCACGTACGACGCACACGCA- CGTACACGGACCGTTACACGGACCCGTGAAC- GGCT

AFrar500.1) L Ll SSSASNASNASANNASNASNANNANNANNNNE G....

enome L LLLL L LD TG. ... ... . C-GT.......... NENNANNANNANAANNNAE G....

Aegilops spelfoides B genome (AJ243074.4) . L.l ANNAA TG. ... .. .. NSNS ANNANAANANANNANNANANNAN ANNAR
Triticum monococeum A genome (AJ243071.1) . . L L L.l ANNAA TG. ... ... . CG... ... AG. . . ... T....A-....G....
Trticum duum ABgenome Ll TLLLLL TG. .. cgl L LLLLLLLLLL L L L L L L L L L L L

88 122 123 159

(M37269.1) GTACGTGGACACGGGAAAAAAGT GGCCGACGCCCGTCGTGGACGAACCGGACGCGCGCCATGGAAAACTGGGCAAAACC

eeeeee (AF147500.1) ANNANNANAANANNANNANSANNANAANANSANSAASANNACSANNASSANSAANANNANSANNAANANNANNNNNANAR
mABDgenome |l cll [ L Ll T e e e e e e L e -

ccoceum A genome (AJ243071.1) . ... ..
Trticu durum AB genome . L. ...

Sekil 8. T. aestivum ve T.durum tiirlerinin IGS bélgesi i¢in dizileme goriintiisi

Amplifiye edilen T. aestivum 6rnekleri i¢in 157 bg lik sekans elde edilirken T. durum
ornekleri i¢cin 88 bg’lik sekans elde edilmistir. GenBank veri tabanindan A ve B
genomuna sahip olan Triticum monococcum ve Aegilops speltoides tiirlerinin IGS
sekansi alinarak amplifiye edilen A ve B genomuna sahip T. durum ve A, B, D
genomuna sahip T. aestivum’un sekans verileriyle karsilastirilmistir. T. aestivum veri
tabaninda eslestigi D genomuna sahip bugday Orneklerinden (T. aestivum
(M37269.1) ve T. spelta (AF147500.1)) 33, 34, 43,45,46,5776,122 ve 123. baz
noktalarinda farklilasma gdstermistir. T. durum ile ortak olan 87 bg’lik kisminda 27,
33, 34, 43,44. baz noktalarinda farklilasma gostermistir. B genomuna sahip ve A
genomuna sahip Triticum monococcum tiirleri 88 bg lik IGS bolgesi i¢in farkli
noktalarda baz substitlisyonlar1 gostermistir (Sekil 8). T. aestivum o6rneklerinden
yaklasik 158 baz ¢iftlik, T. durum orneklerinden ise 88 baz ¢iftlik tiriinler amplifiye
edilmistir. IGS bolgesindeki bu biiyiiklik farki, T. aestivum'un hekzaploid yapisini ve
D genomunu igerdigini, T. durum'un ise tetraploid yapisini ve D genomundan yoksun
oldugunu desteklemektedir. Ayrica, 1GS bolgesinde farkli pozisyonlarda gozlenen
baz siibstitiisyonlar;, A ve B genomlarina sahip tiirler arasindaki genetik ayrimi
ortaya koymaktadir. D genomuna 06zgli IGS bolgesinde goézlenen 71 bazlik
insersiyon, hekzaploid bugdaylarda belirgin bir fark yaratmakta olup, tiir ayriminda
glivenilir bir belirte¢ olarak islev gormektedir (Oliviera vd., 2012). Bu bulgular, 1GS
bdlgesinin 6zellikle D genomu igeren hekzaploid bugday tiirlerinin ayriminda etkili
bir molekiiler belirte¢ oldugunu gostermekte olup, literatiirdeki diger calismalarla da

uyumludur (Degirmenci vd., 2022).

Bugday tiirleri arasindaki genetik ayrim i¢in kullanilan primerler, A, B ve D

genomlarinin ayirt edilmesinde biiyiik basar1 saglamistir. Ozellikle 1GS gen
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bdlgesinin amplifikasyonu ile elde edilen sonuclar, hekzaploid ve tetraploid bugday
tiirlerinin kesin olarak ayirt edilmesini saglamistir. Bu sonuglar, poliploid bugday
tiirlerinin genomik farkliliklarin1 ortaya koyarak, morfolojik yontemlere gore daha
hassas bir tiir tayini yapilabilecegini gostermektedir. IGS bdlgesindeki bu tiir
farkliliklar, yalnizca taksonomik smiflandirmada degil, ayn1 zamanda genetik
cesitlilik analizi ve bugday 1slah programlar1 gibi uygulamalarda da énemli bir yer
tutmaktadir. Bu calismanm bulgulari, bugday tiirlerinin dogru tanimlanmasinda
genetik analizlerin ne denli onemli oldugunu vurgulamaktadir. Genetik farklarin
belirlenmesi, tarimda dogru tiirlerin se¢ilmesine ve 1slah ¢alismalarmin daha verimli

yapilmasina olanak tanimaktadir (Li vd., 2011; Chen vd., 2024).

4.4 Gluten Gen Bolgesi’nin Analizi

Bugdayda glutenin 1 lokusu (Glu-1), ekmek kalitesinde 6nemli rol oynayan yiiksek
molekiiler agirhikli (HMW) glutenin alt birimlerini kodlar. Bu proteinler, bugday
hamurunun elastikiyet ve viskozite 6zellikleriyle dogrudan iliskilidir. Glu-1 lokusu,
bugdaymn A, B ve D genomlarinin her birinde 1. kromozomun uzun kolunda yer alir
ve her genomda iki farkli HMW glutenin alt birimini kodlayan paralog genler
bulunur: x-type ve y-type genleri. Bu genler, glutenin alt birimlerinin kalitatif ve
kantitatif 6zelliklerini belirlemede 6nemli rol oynar.

Bu genler, ¢ok alelli (multiple alleles) ve genoma o6zgiidiir; dolayisiyla her bir
genomda farkli aleller bulunabilir. Her bir gen paralogu, farkli protein alt
birimlerinin sentezlenmesini saglayarak bugdayim kalite 6zelliklerine katkida bulunur
(Wang vd., 2013; Guzman vd., 2022). Bu ¢alismada, bugday orneklerinde Glutenin
gen bolgesinde, A, B ve D genomlarina sahip bugday tiirlerinin DNA dizileri
arasimdaki degisimi belirlemek amaciyla her bir genom igin X-type ve y-type Glu-1
genleri ¢ogaltilmistir. Ancak, 52F ve B52F primer giftlerinin amplifikasyonu, D
genomuna 0zgii bir dizi elde edilmesine olanak vermediginden, ek olarak Fernandez
vd. (2013) tarafindan verilen ve Glu-1 lokusunun agik okuma ¢ercevesine (ORF)
yakim bir bolgesini (—209°dan —130’a kadar) hedefleyen primerler kullanilarak i¢ ice
PCR (Nested PCR) uygulanmisg ve boylece D genomuna ait diziler elde edilmistir
(Sekil 9).
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L T.al/Glux T.d1/Ghux T.al/Dy T.a2Dy T.a3/Dy
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e

Sekil 9. T. aestivum ve T. durum tiirlerinin amplifiye edilmis gliiten geninin A,B, D
genom igeren bugdaylardaki alt birimlerinin jel goriintiisii. Tohum kodlar1 Cizelge
1’de verilmistir. L: Diisiik molekiiler agirlikli 100 bg¢ DNA belirteci

1 11 80|
Titicum sestivam HMW.GS (GIuB1 1) gens GIuB1.1 B allsle partia cds KM116485.1 ATTGCTCCTTACTTATCCAGCTTCTTTTGTGTTGGCAAACT GCCCTTTTCCAACCGATTTTGTTCTTCTCACGETTTC
|T3-8-B52F
M1-B-172R
25061728
| Triticum aestivam cultvar A4 HMW-GS (GluD1 1) gene GluD1 1-Dx3 allele partial cds KIM116493 1
T38.0Y-DV156R
E2B-DY-DY156R
E25-DY-DY156R G

s1 117118 131
| Triticum sestivam HMW-GS (GluB1.1) gene GIuB1.1 Bx1 allele partial cds KM116485.1 TTCATAGGCTAAACTAACCTCGGCGTGCACACAACCATGTCCTGAACCTTCAC
|T3-8-B52F . N N N N N N N N N N N
M1-B-172R
E2-52F-1TZR

oo o

Tiiticum aestiwim cultivar A4 HMW-GS (GlD1 1) gene GluD1 1-Dxc3 allele partial cds KIM116493 1 T leefemelefafealels

[ T38-0Y-DY 156R . . . . . . . . L R EEEEEE
EZB.0Y-DY156R el PR EFEFR
E25-DY-DY156R el - b

Sekil 10. T. aestivum ve T.durum tiirlerinin Glul lokuslari igin dizileme goriintiisii

Triticum durum tiiriinin B genomu igin ¢ogaltilan 131 bg¢ uzunlugundaki X aleli,
Triticum aestivum’un A ve D genomlari i¢in ¢ogaltilan 131 b¢ uzunlugundaki X
aleliyle karsilastirildiginda, 11. baz pozisyonunda Adenin (A) ile Guanin (G)
arasinda gozlenen tek bir niikleotid degisimi diginda tamamen ayni bulunmustur
(Sekil 10). Bu durum, B genomunun her iki tiirde de biiylik 6l¢lide korunmus
oldugunu, ancak belirli bir baz pozisyonunda kii¢liik bir varyasyon igerdigini
gostermektedir. Ayrica, T. durum ve T. aestivum’un B genomuna ait 131 bg
uzunlugundaki X aleli, GenBank veri tabaninda kayitli T. aestivum’un bugday
kalitesi ile iliskili HMW-GS (Glu B1.1) aleli (KM116485.1) ile %100 uyum

gostermektedir. Bu sonug, her iki tiirlin B genomunda ayni kalite belirleyici aleli
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tagidigini dogrulamaktadir.

Ote yandan, T. aestivum’un D genomuna ait 118 bg¢ uzunlugundaki Dx aleli
cogaltilarak GenBank veri tabaniyla karsilastirildiginda, T. aestivum cultivar A4’iin
HMW-GS (Glu D1.1-DX3) aleli (KM116493.1) ile yiiksek oranda uyum gdsterdigi
tespit edilmistir. Bu alelde, 11. ve 118. baz pozisyonlarinda Adenin—Guanin (A/G)
ve Timin—Guanin (T/G) degisimleri belirlenmistir (Sekil 10). B genomuna ait X aleli
hem T. aestivum hem de T. durum tiirlerinde biiyiik oranda korunmus olup yalnizca
tek bir niikleotid degisimiyle ayrilmaktadir. Bu genler, bugdaym glutenin icerigini ve

dolayisiyla ekmek kalitesini belirlemede kritik rol oynamaktadir (Wang vd., 2013).

D genomunun Dx aleli de benzer sekilde, T. aestivum’un kalite ile iliskili HMW-GS
alelini  yansitmaktadir. Belirlenen niikleotid degisimler1 (A/G  ve T/G
substitiisyonlar1), bu alellerdeki genetik varyasyonu gdstermektedir. Bu tiir baz
degisimleri, bugday tiirleri arasindaki genetik cesitliligin ve kalite o6zelliklerinin
belirlenmesinde HMW-Glu genlerinin onemli genetik belirtecler oldugunu ortaya
koymaktadir (Fernandez vd., 2013). Genel olarak elde edilen bulgular, B ve D
genomlarinin 6zellikle HMW-Glu gen bélgelerinin dizilimlerinin kullanilmasiyla T.
aestivum ve T. durum tiirleri arasindaki genetik farkliliklarin daha hassas bir sekilde
ortaya konabilecegini gostermektedir. Bu tiir genetik analizler, bugday tiirlerinin
dogru tanimlanmasina ve tarimsal iiretimde kalite ile verimliligin artirilmasima katki

saglayacaktir.

4.5. XDuPw167 Mikrosatellit Gen Bolgesinin Analizi

Sadece Triticum aestivum tiiriinde amplifiye edilebilen XDuPw167 mikrosatellit gen
bolgesinin dizisi, GenBank veri tabaninda kayitli bugday tiirlerine ait kalloz sentaz
gen dizileriyle karsilastirildiginda, XM_044549473.1 erisim numarali T. aestivum
kalloz sentaz geni ile %99 eslesme ve %97,60 benzerlik gostermistir. Tetraploid
bugday tiirleri incelendiginde, T. durum tiiriine ait kalloz sentaz genine iliskin bir dizi
veritabaninda mevcut degildir. Ancak, T. aestivum 6rneginden elde edilen bu dizinin,

tetraploid T. dicoccoides tiirii ile %99 eslesme ve %91,35 benzerlik oranna sahip
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oldugu belirlenmistir. Mikrosatellit bolgedeki AT tekrarlari, hekzaploid bugdayda 15
kez, tetraploid bugdayda ise 8 kez gozlenmistir (Sekil 11). Elde edilen bu sonuglar,
mikrosatellit tekrar bolgelerindeki tekrar sayilarindaki farkliliklarm, morfolojik
olarak birbirine olduk¢a benzeyen hekzaploid ve tetraploid bugday tiirlerinin
ayriminda giliclii bir genetik belirte¢ olarak kullanilabilecegini ortaya koymaktadir
(Vieira vd., 2016).

PREDICTED: Triticum aestivum callose synthase 3-like (LOC123129233), mRNA
Sequence ID: XM_044549473.1 Length: 6455 Number of Matches: 1

Range 1: 6171 to 6376 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand
362 bits(188) 4e-95 203/208(98%) 2/208(0%) Plus/Plus
Query 3 CGGAGCAAGGAAGATAGATAGATAGATTGTTTCTCTAGTAGCTAGTAAGATAGGATGATG 62

Sbjct 6171 éééAG(AAGGACGATAGGTAGATAGATTGTTG(T(TAGTAGCTAGTAAGATAGGATGATG 6230
Query 63 ATTGCCTGCTTGCTTGCTTGCTTGCTGTAGAatatatatatatatatatatatatatata 122
sojce 6231 APRLCHUHHUHEHEHH MMM 600
Query 123 tGTATGCATGGTATGGTTTGTAGTTGTAGTAGTAGTAGAGCGAGGAGGTATGCATGGTAT 182
sojet 6290 - SIACAHHMAHHAMHHAMUMAAHIMA 606
Query 183 ATGCTTAATTGACCTGATATTGGCGATT 210

il
Sbjct 6349 ATGCTTAATTGACCTGATATTGGCGATT 6376

PREDICTED: Triticum dicoccoides callose synthase 3-like (LOC119318733), transcript variant X2, mMRNA
Sequence ID: XM_037593326.1 Length: 6456 Number of Matches: 1

Range 1: 6184 to 6377 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand
287 bits(149) 20-72 190/208(91%) 14/208(6%) Plus/Plus
Query 3 CGGAGCAAGGAAGATAGATAGATAGATTGTTTCTCTAGTAGCTAGTAAGATAGGATGATG 62

Sbjct 6184 CGGAGCAAGGACGATAGGTAGATAGATTATTGCTCTAGTAGCTAGTAAGATAGGATGATG 6243
Query 63 ATTGCCTGCTTGCTTGCTTGCTTGCTGTAGAatatatatatatatatatatatatatata 122

Sbhjct 6244 ATTGCCTGCTTGCTTGCTTGCTTGCTGTAGAATATATATATATATAT------------- 6290

Query 123 TGTATGCATGGTATGGTTTGTAGTTGTAGTAGTAGTAGAGCGAGGAGGTATGCATGGTAT 182

Shjct 6291 -GTATGCATGGTATGGTTTGTAGTTGTAGTAGTAGTAGAGCGAGGAGGTATGCATGGTAT 6349
Query 183  ATGCTTAATTGACCTGATATTGGCGATT 210

[LCLLELLE L EEELEL LT
Sbjct 6350 ATGCTTAATTGACCTGATATTGGCGATT 6377

Sekil 11. T. aestivum ve T.durum tiirlerinin XDuPw167 lokusu ic¢in eslesme
goriintiisi (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/XM_044549473.1/)
BOLUM 5: SONUC

Triticum aestivum ve Triticum durum tiirleri arasindaki genetik farkliliklar
belirlemek amaciyla 26S rDNA, rbcL, ITS2, IGS, Glu ve XDuPw167 gen bolgeleri
analiz edilmistir. Elde edilen bulgular, morfolojik yontemlere kiyasla bu gen
bolgelerinin daha hassas ve giivenilir bir tiir tayini sagladigini ortaya koymustur. Bu
gen bolgelerindeki varyasyonlar, yalnizca tiirlerin dogru tanimlanmasinda degil, ayni

zamanda genetik c¢esitliligin korunmas1 ve gelistirilmesinde de kritik bir rol
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oynamaktadir. Genetik farklhiliklarin belirlenmesi, tarimsal tliretimde dogru tiirlerin
secilmesi ve bugday genetik kaynaklarinin etkin yonetimi i¢cin saglam bir temel

olusturmaktadir.

Arastirmanin genetik bulgulari, tlir tanimlamanin Otesinde, tarmmsal verimliligi
artirma, c¢evresel streslere dayaniklilik gelistirme ve {iriin kalitesini iyilestirme gibi
onemli hedeflere de katki saglamaktadir. Ozellikle 1GS, Glu ve XDuPwl167 gen
bolgelerindeki detayli varyasyon incelemeleri, iklim degisikligi ve diger ¢evresel
zorluklara kars1 daha dayanikli ve uyum saglayabilen bugday cesitlerinin
gelistirilmesine destek olabilir. Ayrica, bu gen bolgelerindeki genetik ¢esitliligin
ortaya konmasi, endiistriyel uygulamalarda bugday tiirlerinin fonksiyonelligini ve

verimliligini artirmak i¢in yeni firsatlar sunmaktadir.

Sonu¢ olarak, calisma, poliploid bugday tiirlerinin genetik belirtecler araciligiyla
daha hassas sekilde smiflandirilabilecegini ve bu yaklasimin tarimsal 1slah
programlarinda kullanilan geleneksel yontemlere giiclii bir alternatif olusturdugunu
gostermektedir. Elde edilen veriler, siirdiiriilebilir bugday iiretimi ve kiiresel gida

giivenligi agisindan biiylik 6nem tagimaktadir.
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EKLER
EK 1. Kromatogram Gdriintiileri

T. aestivum tiirii i¢cin 26S rDNA gen bolgesi ileri (F) ve geri (R) dizileme

kromatogram goriintiisi
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T. aestivum tiirii i¢cin ITS2 gen bolgesi ileri (F) ve geri (R) dizileme kromatogram

goruntiisu

T. aestivum tiirli icin IGS gen bolgesi ileri (F) ve geri (R) dizileme kromatogram

goruntisi
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T. aestivum tiirii i¢in 52F gen bolgesi ileri (F) ve geri (R) dizileme kromatogram

goruntiisu
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T. durum tiiri icin B52F gen bolgesi ileri (F) ve geri (R) dizileme kromatogram

goruntiisu
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T. aestivum tiirii icin DY 156 gen bolgesi ileri (F) ve geri (R) dizileme kromatogram

goruntiisu
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