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OZET
Yiksek Lisans Tezi

Yabani Bugday Tiirlerinin iPBS-Retrotranspozon DNA Markorleri ile Molekiiler
Karakterizasyonu

Bora BAYHAN
Mardin Artuklu Universitesi
Lisanstistii Egitim Bilimleri Enstitiisii
Tarla Bitkileri Anabilim Dal1
2021: 48 sayfa

Tirkiye bugday ¢esitliliginin ana merkezi olmak ile beraber ¢esitli tahillarin yabani
formlarmi1 yogun olarak i¢inde barindirmaktadir. Verimli hildl iginde yer alan Tiirkiye,
genetik zenginligini glinlimiize tasimis ve kesfedilmek icin c¢alismalar1 beklemektedir.
Bununla birlikte ilk kiiltiire alinmis olan bugday formlarinin Tiirkiye nin Giineydogusundan
koklendigi bilinmektedir. Bu c¢alismada, 2018 yilinda Tiirkiye’nin Dogu ve Giineydogu
Anadolu bolgelerinde (Sirnak, Hakkéari, Van, Bitlis) toplanmis olan yabani bugday tiirleri
(Ae. cylindrica, Ae. geniculata, Ae. triuncialis, T. dicocoides, Ae. columnaris) iPBS-
Retrotranspozon marker teknigi kullanilarak genotiplerinin genetik cesitliligi ve populasyon
yapisi tespit edilmistir. iPBS-Retrotranspozon marker tekniginde 11 adet iPBS markeri
toplam 61 allel {iretmis, marker basina allel sayisi 2 (2085) ile 9 (2394) arasinda degismis ve
ortalama allel sayis1 5.55 olarak bulunmustur. iPBS i¢in beklenen heterozigotluk 0.2330 ile
0.2666 arasinda degiskenlik gostermistir. Nei gen ¢esitliligi ortalamasi 0.4861 olmustur.
Polimorfik bilgi igerigi (PIC) 0.22-0.47 arasinda degiskenlik gosterirken ortalama 0.35
olarak bulunmustur. Genotipler arasindaki genetik benzerlik, NTSYS-pc yazilim
kullanilarak hesaplanmis ve % 19 ile % 98 arasinda degisim gosterdigi gozlemlenmistir. En
yiiksek genetik benzerligin YB66 (Ae. triuncialis) ile YB67 (Ae. triuncialis) (% 98) arasinda
ve en diisiik genetik benzerlik ise YB70 (Ae. triuncialis) ile YB2 (Ae. cylindrica) (% 19)
arasinda goriilmiistiir. Nei’nin genetik mesafesi kullanilarak yapilan kiimeleme analizinde 70
yabani bugday genotipi 3 gruba ayrilmistir. Bu 3 grubun igerisindeki tiirler arasinda genetik
farkliliklar ve benzerlikler oldugu anlasilmistir. Elde edilen bilgiler 1s18inda genetik gesitlilik
ve benzerliklerin saptanmasi asamasinda iPBS-Retrotranspozon markirlarinin potansiyeli
ortaya Konulmustur. iPBS-Retrotranspozon markirlarinin evrensel dogasindan dolay1 ¢esitli
bitkiler iizerinde yapilacak olan filogenetik iligkilerin arastirilmasi iizerine etkili bir bigimde
kullanilabilecegi saptanmustir.

Anahtar Kelimeler: Ae. cylindrica, genetik cesitlilik, markor, yabani bugday.
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ABSTRACT
Master Thesis

Molecular Characterization of Wild Wheat Species with IPBS-Retrotrotransposon
DNA Markers

Bora BAYHAN
Mardin Artuklu University
Institute of Graduate Education
Department of Field Crops

2021: 48 Pages

Turkey is the main center of wheat diversity and contains wild forms of various cereals.
Turkey, located in the Fertile Crescent, has conserved its genetic richness to the present day
and is waiting for studies to be discovered. However, it is known that the first cultivated
wheat forms are rooted in the Southeast of Turkey. In this study, wild wheat species (Ae.
cylindrica, Ae. geniculata, Ae. triuncialis, T. dicocoides, Ae. columnaris) collected in the
Eastern and Southeastern Anatolia regions of Turkey (Sirnak, Hakkari, Van, Bitlis) in 2018.
The genetic diversity and population structure of the genotypes were determined by IPBS-
Retrotransposon the marker technique. In the IPBS-retrotransposon marker technique, 11
IPBS markers produced a total of 61 alleles, the number of alleles per marker ranged from 2
(2085) to 9 (2394), and the mean number of alleles was 5.55. The expected heterozygosis for
IPBS ranged from 0.2330 to 0.2666. The mean of Nei gene diversity was 0.4861.
Polymorphic information content (PIC) varied between 0.22-0.47, with an average of 0.35.
Genetic similarity between genotypes was calculated using NTSYS-pc software and it was
observed that it varied between 19 % and 98 %. The highest genetic similarity was observed
between YBG66 (Ae. triuncialis) and YB67 (Ae. triuncialis) (98 %), and the lowest genetic
similarity was between YB70 (Ae. triuncialis) and YB2 (Ae. cylindrica) (19 %). In the
cluster analysis using Nei's genetic distance, 70 wild wheat genotypes were divided into 3
groups. It has been observed that there are genetic differences and similarities between the
species in these 3 groups. According to the results obtained, the potential of IPBS-
Retrotransposon markers was demonstrated in the detection of genetic diversity and
similarities. It has been determined that IPBS-Retrotransposon markers can be used
effectively to investigate phylogenetic relationships on various plants.

Keywords: Ae. cylindrica, genetic diversity, marker, wild wheat.
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1. GIRIS

Poaceae familyasinin Triticum cinsine bagl olan ve tek yillik olarak yetisen
bugday, kromozom sayilarina gore Triticum L. ve Aegilops L.'nin 3 ploidi
seviyesinde birkag tiirii vardir: diploid (2n = 14), tetraploid (2n = 28) ve hexaploid
(2n = 42). Tetraploid, makarnalik bugday (Triticum durum L.) ve hekzaploid,
ekmeklik bugday (Triticum aestivum L.) 6zel olan kiiltiirel bir 6neme sahip olmasi ile
bilinmektedir (Karagoz ve ark., 2006; Nazli, 2017).

Bitkilerin biyogesitlilik durumu ve gen kaynagi acisindan Tiirkiye, diinya
tizerinde var olan en zengin gesitlilige sahip iilkedir (Ceylan, 2010). Tirkiye’nin
jeomorfolojik durumundan dolayr daha farkli ekolojik imkana sahip olmasi iilkemize
bitkisel gen kaynagi acisindan biiylik ¢esitlilik saglamistir. Ciinkii Tiirkiye Avrupa-
Akdeniz-iran alanlarmin birlestirici kismi Giineybati Asya ile Avrupa gegis
giizergahinda yer almaktadir, bu sebeple ¢ok sayida tiir ve cins i¢in bir gen havuzu ve
farkliligr olusturmaktadir (Nazli, 2017). Diinya {izerinde tahillar agisindan misir ve
celtikten sonra Uretimi en yiikksek miktarda olan bugday bitkisinin ilkemiz
sinirlarinda 28 yabani bugday c¢esidinin yasam merkezi oldugu bilinmektedir
(Karaozan, 2019). Kiiltiire alinmis olan g¢esitlerde, g¢iftciler araciligi ile yabani
tirlerden secilmis olan verimi yiliksek ve istenen diger ozellikleri saglayan yerel

cesitlerin toplulugundan olugmaktadir (Ceylan, 2010).

M.O. 10.000'e kadar uzanan, diinyadaki en eski ve en énemli serin iklim tahili
olan bugday beslenme aligkanli§imizin 6nemli bir konumunda yer almaktadir
(Karaozan, 2019). Ulkemizin hemen hemen yedi bélgesinde de bugday iiretimi
yapilmakta ve bu iiretim ile insan beslenmesine Onemli katkilar sunulmaktadir.
Diinya popiilasyonunun gerekli besini alabilmesi adina gerekli karbonhidratin % 55°1

ve kalori miktariin % 20’si bugday kaynakli tiretilmis olan besinlerden alinmaktadir
(Arystanbek Kyzy, 2019).

Ekim alan1 ve verim bakimindan tarla mahsullerinde birinci sirada
devamliligini koruyan bugday, 2019 yilinda bugday ekim c¢alismalarinda ekilmis alan

68.4 milyon dekar ve bugday iiretim miktar1 20.5 milyar ton olarak belirlenmistir



(TUIK, 2020). Bugdayin bu kadar ekilmesinin ve énemsenmesinin nedeni diger serin
iklim tahillarinda oldugu gibi bugdayin adaptasyon yeteneginin yiiksek olmasi
alisagelmemis iklim kosullarinda bile yetistirebilecek bir diizeye erismis olmasidir
(Uygan, 2014). Tropikal iilkelerden olan Amerika’nin giiney alanlarinda, Avrupa’nin
kuzey kisimlarinda iliman iklim sartlartyla bircok cografya ve farkli iklim ve
kosullarinda da bugdayin yetistigi gorilebilmektedir. Tiirkiye’de ise her 5
cift¢imizden 4’1 bugday tarimi yapmaktadir (Karaozan, 2019).

Artmakta olan niifus ile beraber besin ihtiyact aym1 dogrultuda artmistir, bu
artis ile beraber insanlik i¢in temel besin ihtiyaclarinin karsilanmasinda bugday 6n
plana ¢ikmis ve bu bitki 1slah ¢alismalarinin 6nemli adimlarinda bir kaynak olmustur
(Ceylan, 2010). Bugday c¢esit gelistirme amaci ile yapilmis olan siirekli 1slah
calismalar1 ile birlikte kiiltiir durumunda bulunan bugdaylarin genetik cesit
ozellikleri gitgide azalmig ve bununla birlikte tarla ilizerinde bulunan zararli,
hastaliklar ve cevresel streslere karsi hassas duruma gelmislerdir. Bu sebeple var
olan stres kosullar1 ve verim ve kalite 6zellikleri adina genetik varyabiliteyi artirmak
icin gen kaynaklarinin arastiritlip bilime kazandirilmasi gerekilmektedir. Islah
calismalarinda esas gaye sunlarla belirtilebilir; verim dogrusu ile artan ve kaliteli
genler ile birlikte kalite ¢esidi elde edebilmek, umut veren hatlar ile birlikte degisik
zamanlarda, degisik yorelerde yetistirilen genotiplerin durumuna bakilmaktir (Cay,
2020). Insan beslenmesinde énemli rol oynayan ve dnceki dénemlerden giiniimiiz
sartlarina kadar temel besin ihtiyacimizin vazgecilmezi olan iilkemizde ekim
alanlarinin biiyiik ¢ogunlugunu olusturan bugdayin verim ve kalite parametrelerinde
saglanabilecek en kiiclik artig dahi iilkemizin ekonomisi iizerinde biiyiikk ve dnemli

katkilar sunabilir (Uygan, 2014).

Aragtirmalar ile birlikte son donemlerin genetik kalintilar1 arasinda tahillarin
merkezi olarak Kuzey Suriye ve Dicle-Firat nehirlerinin birlestigi Mezopotamya yani
giinimiiz Tirkiye’nin Giineydogu Anadolu bdlgesini icine alan verimli hilal
bolgesini belirli bir alan halinde belirtilmistir. Uygarlik adimlarinin atilmasi (6rn;
Diyarbakir Ergani; Cayonii ve Hilar magaralar1) ve buna ekstra bir hiz kazandiran
tarimin bununla birlikte bugdayin kiiltiir ortamina alinmasi nerede, nasil ve ne zaman

oldugu hakkinda ¢alismalarin artirilarak kanitlarla bilime 151k tutmasi gerekmektedir.



10000 yil oncesinde yasamis insan toplulugunun bu kiiltiire alinma siirecinde
bugdayin tiirlesmesi, dogal seleksiyonu ve adaptasyonu modern uygarlik adina
degisim ve gelisimin adimlarindan olmustur, gocebe hayatindan yerlesik tarim
hayatina gecis saglanmistir (Nazli, 2017). Bu yerlesik hayata gegis ile birlikte kis
mevsiminin kosullarina bagl olarak kislik ve yazlik ekimi yapilan bugday kiiltiir

ortamina ilk 6rneklerden biridir (Karaozan, 2019).

Tarim iizerinde 1slah ¢alismalarinin olumlu yonde ilerleyebilmesi i¢in ¢esitli
gen kaynaklarina sahip olmamiz gerekmektedir. Bu kaynaklar iiretici ve 1slahgilar
arasinda bir koprii baglantist gorerek tarla tizerinde olusabilecek problemlerin tiretici
tarafindan belirlenip genetikgilerin bu problemlerin ¢éziimiine odaklanarak var olan
gen kaynaklarindan faydalanmasi gerekecektir. Gen kaynaklarinda en miihim olan
hususlardan faydalanabilmek adina bilim insanlar1 tarafindan cesitli genlerin
aragtirilarak ortaya ¢ikacak olan karakterizasyon, agronomik ve morfolojik 6zellikler

belirlenmeli ve bu 6zelliklerden yararlanilmalidir (Sadik, 2017).

Gegmisten gliniimiize kadar bilim insanlar1 diinya iizerinde var olan biyolojik
cesitliligin farkina varmak ve bunlann kiymetlendirmek i¢in biliylik emek sarf
etmislerdir (Nazli, 2017). Bu emekler ile birlikte kiiltiir bitkilerinde dogal genetik
cesitlilik istismar edilmistir (Arystanbek Kyzy, 2019). Linnaeus hiyerarsik tabanli
sistematik kullanmakta iken daha sonrasinda bilim insanlar1 arastirmalari igin
filogenetik akrabalik 6nemi {izerine vurgu yapmis ve DNA kesfi ile molekiiler

sistematik metodu kullanilmaya baglanmistir (Nazli, 2017).

Bitki iizerinde hedeflenmis gen kaynaklarinin genotipik ve fenotipik
varyasyonlarint belirlenme islemi en Onemli noktalardan bir tanesidir. Genetik
cesitlilik bitki 1slah ¢alismalarinda gen kaynaklarini etkin olarak kullanmak ic¢in
onemli bir parcadir. Molekiiler sistematik metotlarinda g¢evresel faktorlere bagh
kalinmaksizin 6nceki ¢alismalara gore daha seyrek miktarda genomik DNA ile
sonuglar giin yiizine ¢ikabilmektedir (Arystanbek Kyzy, 2019). Daha yaygin olarak,
bitki genotiplerinde aralarinda var olan benzerlik veya farkliliklar molekiiler

teknikler ile belirtilmektedir (Sadik, 2017).



Molekiiler diizeyde caligsmalar 1slahin siiresi ve maliyetini kisaltmig bunun
yaninda genetik harita ve gen klonlamasi gibi énemli konularda kullanilmaktadir
(Nazl, 2017). Molekiiler tekniklerin etkinlik ve zaman kazanglar1 ile 1slah
programinda yapilmak istenen gen bdlge belirlenmesi ve genlerin belirlenmesi
1slahgilar i¢in odaklandiklari hedefe ulasmak i¢in daha etkili olmustur (Sadik, 2017).
Molekiiler markerler genom iizerinde belirli bir gen bdlgesi ile ilgili DNA parcasi
olarak bilinmektedir (Ugurbascicek, 2018). Molekiiler markerler DNA markerleri
olarak da adlandirilabilir ¢iinkii genetik markerlerin, DNA tabanli tipini
olusturmaktadirlar (Yorgancilar ve ark., 2015). DNA markerleri i¢inden se¢im
yapilirken yapilacak olan ¢alisma, bitkiler ve diger 6nemli kriterler gbz Oniinde
bulundurulmalidir (Ugurbascicek, 2018). Calismalarin baslangicindan bu yana dek
cesitli DNA markerleri kullanmilmistir. Bunlar; RAPD, ISSR, AFLP, SSR
markerleridir, bu markirlar tiir i¢i polimorfizm oran hesaplari ve tir ayrimi
caligmalarinda kullanilmis ve belirli bir basar1 katsayisi elde etmistir (Alkan ve ark.,
2019).

Bugday gen kaynaklarinin morfolojik ve molekiiler diizeyde arastirilmasi,
Tiirkiye’de gergeklestirilecek bugday 1slah denemeleri agisindan ¢ok yliksek bir
degere sahiptir. Bununla birlikte literatiirde yaptigimiz arastirma sonuclarina gore,
fazla sayida Tirkiye orjinli yabani bugday genotiplerini icine alan, iPBS-
retrotranzpozonlar molekiiler marker kullanarak karakterizasyon c¢aligmalarina
rastlanamamistir. Genellikle yerel ve az sayida yabani genotip materyali ile

caligmalara rastlanmistir (Aydin, 2016).

Cesitli molekiiler marker sistemlerinden bir digeri olan iPBS (Primer
Baglanma Konumlar1 Aras1 Cogaltma) retrotranpozon (Sinif I transpozonlar) temelli
molekiiler marker teknigidir (Sadik, 2017; Arystanbek Kyzy, 2019). Retrotranspozon
temelli markirlar genel uygulanma temeli sayesinde ve bununla birlikte genotip
ayirma giiclinlin basaris1 sebebi ile genetik calismalar lizerine aktif bir sekilde
kullanilmistir (Kalendar ve ark., 2010; Sadik, 2017; Arystanbek Kyzy, 2019).
Retrotranspozonlar yinelenen ve hareketli DNA dizileri olup kendi kendilerini
kopyalama caligsmasi ile var olduklar1 genomun bagka alanina 6ziinii tasima 6zelligini

tasiyan transpozonlardir. Bununla beraber genetik cesitlilige neden olmasi ile miithis
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bir marker referansi olarak kullanilabilmektedir (Alkan ve ark., 2019). Primer arasi
baglanma bolgesi (iPBS) sekans bilgisine ihtiya¢ duyulmayan dayanikli bir DNA
parmak izi yontemi olarak kanitlanmistir ve evrensel marker sistemi igerisinde tercih
edilme durumuna gelmistir (Kogak ve ark., 2020). Ayrica iPBS-retrotranspozon
molekiiler markir sisteminde avantaj olarak bitki genomlarinin yayilis gostergeleri
nedeni ile genomlarin genis alanda taranma oraninin artmasi ve belli bagli molekiiler
genetik laboratuvarlarinda PCR ve agaroz jel -elektroforez uygulamalarinin

kullanilabilirlik yiiksek orani da sayilabilmektedir (Arystanbek Kyzy, 2019).

Bu calismada; Dogu ve Giineydogu Anadolu Bdlgesinden (Sirnak, Hakkari,
Van, Bitlis) toplanmig yabani bugday tiirlerinin genetik karakterizasyonu belirlemek,
mevcut genetik cesitliligi ¢ogaltmak amaci ile iPBS-retrotranspozon marker yontemi

kullanilarak ¢aligilmustir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI

Kalender ve ark. (2010), Uzun terminal tekrar1 (LTR) retrotranspozonlarinin
molekiiler markir olarak uygun oldugunu bildirmislerdir. Retrotranspozonlarin genel
yapist biitiin 6karyotlar {izerinde yiiksek oran korunmasinda belirlendigini, primer
baglanma bolgesi olarak tamimladiklart bu ydntem ile sekans bilgisi ihtiyag

duyulmaksizin saglam bir DNA parmak izi teknolojisi oldugunu gostermislerdir.

Ceylan (2010), Bugdayda peroksidaz gen polimorfizmi belirlemek amaci ile
yurlittigli arastirmasinda 59 bugday c¢esidi (diploid, tetraploid, hekzaploid)
kullanmigtir. Celtik genomu iizerinde peroksidaz genlerinin sekansina gore
diizenlenmis 14 POX primeri kullanmis, polimeraz zincir reaksiyonunu yapmuistir.
Cesitler arast polimorfizm oraninin % 74, genotipler arasi genetik mesafe
ortalamasmin 0.82 oldugunu bildirmistir. POGP markerlarinin diger markar

sistemlerine gore daha avantajli oldugunu bildirmistir.

Yorgancilar ve ark. (2015), yapmis olduklar1 bu ¢aligmada bitkiler {izerinde
yaygin bir sekilde kullanilan molekiiler markerlerin avantaj ve dezavantajlari tizerine
ve bitki 1slah kullanimlart ile ilgili ¢alisma yapmislardir. Yapmis olduklart bu
calismanin sonucuna baglh olarak molekiiller markerlerin bitki 1slah1 icin
kullantminda 6nemli bir yeri oldugunu, avantajlart ile klasik 1slahin etkinliginin
arttirilmasi i¢in molekiiler markerlerin bir avantaj sagladigini ve klasik 1slaha oranla
zaman kavramini ¢ok daha aza indirdigini ve bu kisa siirede daha basarili sonuglar

elde edildigini ¢alismalarinda bildirmislerdir.

Aydin (2016), 96 adet fasulye genotipi kullanarak iPBS retrotranspozon
primerleri ile genetik cesitlilik aragtirmasi yapmistir. Bu calismada primerlerin
polimorfizm orant % 33 ile % 90 arasinda degisim gostermistir. Polimorfizm bilgi
icerigi (PIC) degeri en diisiik polimorfizm degeri 0.65 en yiiksek polimorfizm degeri
0.93 olarak saptamistir. Genetik olarak uzak ebeveynler segmek i¢in 6nemli bilgiler

olarak kullanilabilinecegini bildirmistir.

Nazli (2017), 10 adet ISSR primeri kullanarak 160 adet bugday genotipinde
(yerel bugday genotipi ve belirli Azerbaycan hekzaploid bugday genotipleri) genetik



cesitlilik belirlemek amacr ile yiiriittiigli ¢alismasinda; UPGMA metodu kullanmis
olup genotiplerin tiirler bazinda kiimelendigini bildirmistir. Genotipler iizerinde
genetik cesitlilik orani ¢ok yliksek bulunmustur (91.68). AMOVA ile gruplar aras1 %
25.37, grup ici % 13.96, popiilasyon igerisinde % 60.67 varyasyon oldugunu

gozlemlemistir.

Saadi (2017), SSR primerleri ile ekmeklik bugday genotipleri arasindaki
genetik varyasyon tahmini elde etmeyi hedeflemistir. SSR markorlerinden 8 primer
kullanmuis, 16 polimorfik ve 13 monomorfik veri elde etmistir. Elde edilen verilerden
genetik benzerlik 0.73 ile 0.98 arasinda degiskenlik gostermistir. 8 SSR belirtecinin
ortalama polimorfizm degeri % 57.44 olarak belirlenmistir. Polimorfik bilgi igerigi
(PIC) 0.3874 olarak bulmustur. SSR markdorleri ekmeklik bugday genotipleri

tizerinde genetik c¢esitlilik aciklanmasi i¢in kullanilabilecegini belirtmistir.

Sadik (2017), 7 farkli Daucus tiriinlin 17 genotipinde genetik farklilig
degerlendirmek lizere yiiriitmiis oldugu ¢alismada; Daucus tiirleri {izerinde 24 adet
polimorfik olan iPBS primeri ile toplamda 201 adet skorlamasi yapilabilecek bant
elde edebilmistir. Primer basina ortalama polimorfik bant sayis1 8.3 ve bunlar
icerisinde en yiiksek bant sayisi ise 12, en diigiik 5 olarak bulunmustur. Ortalama PIC

degeri 0.89 olarak belirtmistir.

Demirel (2018), 58 bugday genotipinin morfolojik ve molekiiler 6zelliklerini
inceledigi ¢caligmada; bitki boyu, basak uzunlugu, basakta dane sayisi, basak verimi,
bitki verimi, biyolojik erim, hasat indeksi, basaklanma siiresi, olgunlagma siiresi, bin
dane agirligt ve hektolitre agirligi morfolojik ozellikler igin parametre olarak
kullanmigtir.  Kalitatif 0Ozellikler igerisinde mumsuluk ve tiiyliiliik oranim
hesaplamistir. 10 adet IPBS primeri kullanmis ve 163 adet polimorfik bant elde
etmistir. Polimorfizm yiizde ortalamasi % 95.08 olarak belirlenmistir. Primer
ortalama gen cesitliligi 0.26, ortalama polimorfizm bilgi igerigi (PIC) ise 0.22 olarak
belirlenmistir. 58 bugday genotipi ii¢ alt popiilasyona ayrilmistir. Genotiplerin
popiilasyon yapist STRUCTURE software ile incelenmis; Delta K=3 hesaplandigi
bildirilmistir.



Yaldiz ve ark. (2018), 90 adet yerel tiir ile 6 adet ticari ¢esidin ¢alisildigr Tiirk
titlin germplazmindaki genetik farkliligi degerlendirmek {izere yiiritmiis oldugu
calismada; 119 adet puanlanabilir bant ve bu bantlarin 98 adetinin polimorfik
oldugunu (% 82.35), ortalama polimorfizm bilgi i¢eriginin 0.10-0.80 arasinda degisip
ortalama degerinin 0.33 oldugunu bildirmistir. Bayes kiimeleme metodu ile Tiirk
tiitlin germplazm1 genetik yapisi belirlenerek, 2 ana grup halinde yayilim gosterdigini

belirtmislerdir.

Ozkan (2018), 45 kuru fasulye genotipi iizerinde genetik cesitliligi
belirleyebilmek amac ile yiirGittiigii arastirmada; 27 SSR primeri kullanmistir. Bu
primerlerden 142 polimorfik bant iiretmis, ortalama allel sayis1 ise 5.26 olarak
bildirmistir. Markir basma gen ¢esitliligi 0.37-0.87 degiskenlik gosterirken,
polimorfik bilgi igerigi (PIC) degeri ise 0.33-0.86 arasinda degiskenlik gostermistir.
Nei’nin genetik mesafesi kullanilarak yapilmis olan bu ¢aligmada 45 kuru fasulye
genotipi kiimeleme analizinde 3 gruba ayrildigini bildirmistir. Olusan dendrogram ile

cografi mesafeler arasi ¢cok az uyusma oldugu gozlemlenmistir.

Arystanbek Kyzy (2019), iPBS-retrotranspozon teknigini kullanarak 38 bugday
genotipinde (29 yabani gernik, 4 emmer ve 5 makarnalik bugday) genetik ¢esitlilik
ve popiilasyon yapisinin tespitini gerceklestirmistir. Ortalama polimorfizm orant %
87.85 ve polimorfizm bilgi igerigi (PBI) 0.660 olarak saptamistir. iPBS verileri ile
elde edilmis ortalama etkili allel sayist1 ise 1.961 olarak bulmustur. iPBS
primerlerinin sergilemis oldugu kendi yapisindan kaynakli bitkilerin filogenetik ve
taksonomik iligki arastirmasi igerisinde etkili bir bigcimde uygulanabilirligi oldugunu

belirtmistir.

Alkan ve ark. (2019), Tiirkiye ve Azerbaycan bugday yetistirme alanlarindan
32 adet Fusarium tiirli izole etmislerdir. 7 adet iPBS retrotranspozon primeri kullanip
99 polimorfik (% 86.8), 114 bant elde etmislerdir. Primer basina ortalama 14.14
polimorfik bant eldesi saglamiglardir. Polimorfik bilgi icerigi (PIC) ortalama 0.17 ve
bu degerler 0.10-0.29 degerleri arasinda degiskenlik gosterdigini bildirmiglerdir.
Ayrica UPGMA kiime analizi sonrasi edinilen dendrogramda, izolatlarin tiir

seviyelerinde 3 farkli grubu ayrildiklarini bildirmislerdir.



Hossein-Pour ve ark. (2019a), Tirkiye’de yetistirilmis 17 kinoa genotipinin
molekiiler karakterizasyonunun iPBS primerleri ile kullaniminin amacglandigi bu
calismada, 25 iPBS primeri kullanmiglardir. Primer basina ortalama 2.83 bant
gozlemlenmis ve 19 allel tireten yeterli polimorfik veri sagladigi ¢alisma verilerinde
elde etmislerdir. (PIC) degeri 0.02-0.49 arasinda degistigi, ortalamanin 0.20
oldugunu saptamislardir. iPBS primerleri kinoa genotiplerinin tanimlanmasinda ve

genetik cesitlilik analizlerinde uygun bir yontem oldugu sonucuna ulagmiglardir.

Yildiz ve ark. (2019), iPBS primerleri ile 94 biber ¢esidi lizerinden genetik
cesitlilik ve popiilasyon yapisi karakterize edilmistir. Primer basina ortalama 8.6 bant
sayist ile 20 IPBS primerinde 172 bant elde edilmistir. % 92 polimorfizm oran1 ile
primerler ayirt edilmistir. Farkli uygulamalar ile kiime analizleri (UPGMA,
STRUCTURE ve Principal Coordinate Analysis) kullanilmis, polimorfizm bilgi
icerigi (PIC) 0.15-0.99 arasinda degiskenlik gostermistir.

Hossein-Pour ve ark. (2019b), 3 farkli bugday cesidinde 5 aliiminyum
konsantrasyonu genetik ve epigenetik degerlendirilmesi yapilabilmesi icin bu
calismayr yapmuislardir. Konsantrasyon, iPBS primerlerinin polimorfizm oranimi
arttirmig olup biitiin ¢esitlerin genomik sablon stabilite oranini digtirmiistiir. Al
stresinde hipermetilasyon ve hipometilasyon gozlemlenmis, Al DNA metilasyonuna

sebep oldugu tespit edilmistir.

Uysal (2019), 59 bugday (55 ekmeklik, 4 makarnalik) genotipinde 14 SSR
primeri kullanarak c¢esitli hastalik ve kalite 6zellikleri gibi parametreler i¢in tarama
yapmustir. Bu tarama sonucunda 14 primer toplam 68 allel tiretmistir. Bu allellerin 67
si polimorfik geriye kalan 1 tanesi ise monomorfik olarak tespit edilmistir. Ortalama
allel sayis1 4.78, ortalama polimorfizm bilgi igeri (PIC) degeri ise 0.57 olarak
bildirilmistir.

Yiirtik (2020), yapmis oldugu bu calismada yerli ve yabanci 96 bugday
genotipi iizerinde 8 SSR ve 4 ISSR primeri kullanarak genetik karakterizasyon
caligmas1 yapmistir. ISSR primerlerinde 33 polimorfik (% 82.5) bant elde edilmistir.
Ortalama polimorfik bilgi icerigi (PIC) degeri 0.269 olarak hesaplamistir. UPGMA



kiimeleme yontemi kullanilmig, dendrogram olusturulmus ve bugday ¢esitlerinin 2

ana gruba ayrildigini bildirmistir.

Divitlioglu (2020), 63 adet fonksiyonel olan DNA markérii ve 54 adet yerel ve
yabanci orjinli bugday cesidini molekiiler olarak karakterize etmistir. Belirlenmis
gen bolgeler icin (adaptasyon, kalite, biyotik ve abiyotik faktorler, dayaniklilik)
fonksiyonel olan DNA markdrleri ile allel durumu ve alleller arasinda var olan

genetik cesitlilik durumlar1 belirlemistir.

Barut ve ark. (2020), iPBS retrotranspozon teknigini kullanarak en polimorfik
olan 11 primer ile 8 iilkeden toplanmig olan kinoa bitkisinin genetik farklilik
arastirmasini  gerceklestirmislerdir. Toplam 235 okunabilir bant elde edilmis, %
66.8’1 polimorfik olarak bildirilmistir. Ortalama polimorfizm bilgi igerigi (PIC)
0.410, allel sayis1 1.269, shannon bilgi indeksi 0.160 ve gen cesitligi 0.247 olarak
bildirilmigtir. Bunun dogrultusunda genetik agidan farkli katilimlar belirlendigi ve

gelecek faaliyetleri agisindan ebeveyn se¢imi onerileri bu ¢aligmada gosterilmistir.

Oztiirk ve ark. (2020), 27 iPBS primeri kullanarak 71 fasulye genotipi ve 4
farkl ticari fasulye ¢esidinde genetik cesitlilik arastirmasi yapmislardir. Yapilan bu
calismada tiim primerlerde polimorfizm orant % 100 olarak belirlenmis ve

primelerdeki allel sayis1 13-69 arasinda degiskenlik gostermistir.

Kocgak ve ark. (2020), Van goli havzasindan toplamis olduklar1 74 ters lale
genotipi arasindaki genetik cesitlilik arastirilmasi yapilan bu ¢alismada 19 farkli
IPBS primeri kullanmiglardir. Kullanilan primerlerin tamami1 % 100 polimorfizm
orani gostermis 94 bant olusmustur. En diisiik bant veren primer 2 iken en yiiksek 10
olarak bildirilmis, primer basina ortalama bant sayis1 4.94 olarak hesaplanmistir.

Ortalama polimorfizm bilgi igerigi (PIC) 0.58 oldugu bulunmustur.

Kumlay ve ark. (2021a), 12 soya c¢esidinde 6 iPBS primeri kullanarak bu
genotipler arasindaki genetik c¢esitliligi tanimlamaya calismislardir. Calismanin
analiz sonuglarina gore toplam 44 polimorfik bant elde edilmis ve polimorfizm oran
% 85.83 olarak hesaplanmigtir. Bu sonuglarla birlikte soya 1slah caligmalarinda
uygun ebeveyn se¢iminde genotiplerin karakterize edilebilmesi igin iPBS primerlerin

kullanilabilecegi uygun goriilmiistiir.
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Kumlay ve ark. (2021b), gelecekteki pamuk 1slahi ¢alismalarina yol tutabilmek
amaci ile yapmis olduklar1 bu ¢aligmada 10 adet pamuk (Gossypium hirsutum L.)
genotipinde DNA temelli 6 iPBS primeri kullanilmistir. Kullanilan primerler ile
birlikte 36 polimorfik bant elde edilmis ve polimorfizm oram1 % 77.65 olarak
bulunmustur. Molekiiler varyasyon gdstermis olan bu genotipler, genetik gesitlilik
sonuclar1 ile birlikte gelecekteki pamuk islah calismalarinda kullanilabilecegini

gostermistir.
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3. MATERYAL ve METOT

3.1. Materyal

Bu c¢alismada bitki materyali olarak kullanilan yabani bugday tiirleri (Ae.
cylindrica, Ae. geniculata, Ae. triuncialis, Ae. dicocoides, Ae.columnaris) 2018
yilinda Tiirkiye’nin Dogu ve Glineydogu Anadolu bdlgelerinde (Sirnak, Hakkari,
Van, Bitlis) toplanmistir (Sekil 3.1). Arastirmada kullanilan yabani bugday tiirlerinin
toplandig1 yerlere ait lokasyon bilgileri Tablo 3.1°de gosterilmistir.

Sekil 3.1: Yabani bugday tiirlerinin toplandig: iller
Tablo 3.1: Yabani bugday tiirlerinin toplandig: yerlere ait lokasyon bilgileri

Antalya

’

¢

Sira Gen Yabani Bugday Lokasyon Koordinat Rakim
no. no. Tiirii (m)
1 YB1 Ae. cylindrica Bagskale/Van 37°56'477°K; 44°04'57"D 1910
2 YB2 Ae. cylindrica Cukurca/Hakkari 37°19'15”7K; 43°27'07"D 1437
3 YB3 Ae. triuncialis Adilcevaz/Bitlis 38°47'307K; 42°39'42"D 1670
4 YB4 Ae. cylindrica Edremit/Van 38°25'547K; 43°23'55"D 1930
5 YB5 Ae. cylindrica Uludere/Sirnak 37°27'157K; 42°41'21"D 1033
6 YB6 Ae. cylindrica Dagkonak/Sirnak 37°29'257K; 42°29'50"D 1322
7 YB7 Ae. cylindrica Yiiksekova/Hakkari | 37°41'46”K; 43°57'08"D 1457
8 YB8 Ae. triuncialis Konak/Hakkari 37°35'45”K; 43°48'26"D 1300
Yiiziincii Y1l Universitesi
9 YB9 Ae. cylindrica Van Kampiisii 1660
10 YB10 Ae. triuncialis Cukurca/Hakkkari 37°19'15"K; 43°27'37"D 1159
11 YB11 Ae. geniculata Uludere/Sirnak 37°27'167K; 42°41'21"D 1033
12 YB12 Ae. triuncialis Giirpmnar/Van 38°21'537K; 43°33'21"D 1830
13 YB13 Ae. cylindrica Edremit/Van 38°25'54”7K; 43°23'55"D 1930
Yiiziincii Y1l Universitesi
14 YB14 Ae. triuncialis Van Edebiyat Fakiiltesi 1660
15 YB15 Ae. cylindrica Ahlat/Bitlis 38°50'48"K ; 42°26'36"D 1700
Yiiziinciiy1l Universitesi
16 YB16 Ae. cylindrica Van Edebiyat Fakiiltesi 1660




Tablo 3.1: (Devam) Yabani bugday tiirlerinin

toplandig1 yerlere ait lokasyon

bilgileri
17 YB17 Ae. cylindrica Uludere/Sirnak 37°22'177K; 43°01'58"D | 1610
18 YB18 Ae. cylindrica Uludere/Sirnak 37°22'177K; 43°01'58"D | 1610
19 YB19 Ae. cylindrica Uludere/Sirnak 37°22'177K; 43°01'58"D | 1610
Yiiziinciiy1l Universitesi
20 YB20 Ae. cylindrica Van Edebiyat Fakiiltesi 1660
21 YB21 Ae. cylindrica Dagkonak/Sirnak 37°29'257K; 42°29'50"D | 1322
22 YB22 Ae. cylindrica Bagkale/Van 37°56'477K; 44°04'57"D | 1910
23 YB23 Ae. triuncialis Uludere/Sirnak 37°20'517K; 43°14'11"D | 1130
24 YB24 Ae. triuncialis Ercig/Van 38°57'217K; 43°13'42"D | 1660
25 YB25 Ae. cylindrica Edremit/Van 38°25'547K; 43°23'55"D | 1930
Ahlat girisi Van
26 YB26 Ae. triuncialis Ahlat/Bitlis tarafindan 1666
27 YB27 Ae. triuncialis Bagkale/Van 37°56'517K; 44°04'46"D | 1970
28 YB28 Ae. cylindrica Uludere/Sirnak 37°22'177K; 43°01'58"D | 1610
29 YB29 Ae. triuncialis Edremit/Van 38°25'547K; 43°23'55"D | 1930
30 YB30 T. dicocoides Edremit/Van 38°25'54"K ; 43°23'55" 1930
31 YB31 Ae. cylindrica Uludere/Sirnak 37°22'177K; 43°01'58" 1610
Yiiziinciiyil Universitesi
32 YB32 Ae. cylindrica Van Kampiisii 1660
Yiiziinciiy1l Universitesi
33 YB33 Ae. triuncialis Van Kampiisii 1660
34 YB34 Ae. cylindrica Uludere/Sirnak 37°22'177K; 43°01'58"D | 1610
35 YB35 Ae. cylindrica Uludere/Sirnak 37°54'477K; 44°04'55"D | 1900
36 YB36 Ae. triuncialis Adilcevaz/Bitlis 38°47'287K; 42°47'13"D | 1660
37 YB37 Ae. geniculata Edremit/Van 38°25'547K; 43°23'55"D | 1930
38 YB38 Ae. cylindrica Giirpinar/Van 38°20'497K; 43°42'33"D | 1950
39 YB39 Ae. triuncialis Cukurca/Hakkkari 37°19'157K; 43°27'37"D | 1159
40 YB40 Ae. triuncialis Cukurca/Hakkkari 37°19'157K; 43°27'37"D | 1159
41 YB41 Ae. columnaris Ahlat/Bitlis 38°50'48”K; 42°26'36"D | 1700
42 YB42 Ae. cylindrica Edremit/Van 38°22'257K; 43°23'36"D | 2190
43 YB43 Ae. cylindrica Bagkale/Van 38°04'547K; 44°06'20"D | 2090
44 YB44 Ae. geniculata Edremit/Van 38°25'547K; 43°23'55"D | 1930
45 YB45 Ae. cylindrica Konak/Hakkari 37°35'457K; 43°48'26"D | 1300
46 YB46 Ae. triuncialis Edremit/Van 38°22'257K; 43°23'36"D | 2190
Yiiziinciiy1l Universitesi
47 YB47 Ae. cylindrica Van Kampiisii 1660
48 YB48 Ae. cylindrica Cukurca/Hakkari 37°19'157K; 43°27'07"D | 1437
49 YB49 Ae. cylindrica Konak/Hakkari 37°35'457K; 43°48'26"D | 1300
50 YB50 Ae. triuncialis Uludere/Sirnak 37°27'157K; 42°41'21"D | 1033
51 YB51 Ae. geniculata Uludere/Sirnak 37°27'157K; 42°41'21"D | 1033
52 YB52 Ae. cylindrica Cukurca/Hakkari 37°19'157K; 43°27'07"D | 1437
Yiiziinciiy1l Universitesi
53 YB53 Ae. triuncialis Van Kampiisii 1660
54 YB54 Ae. cylindrica Uludere/Sirnak 37°22'59"K; 42°54'18"D | 1660
55 YB55 Ae. cylindrica Konak/Hakkari 37°35'457K; 43°48'26"D | 1080
56 YB56 Ae. triuncialis Dagkonak/Sirnak 37°29'257K; 42°29'50"D | 1300
57 YB57 T. dicocoides Dagkonak/Sirnak 37°29'257K; 42°29'50"D | 1322
Yiiziinciiy1l Universitesi
58 YB58 Ae. triuncialis Van Kampiisii 1660
59 YB59 T. dicocoides Edremit/Van 38°25'54”K; 43°23'55"D | 1930
60 YB60 Ae. cylindrica Konak/Hakkari 37°35'457K; 43°48'26"D | 1300
61 YB61 Ae. cylindrica Bagkale/Van 37°56'517K; 44°04'46"D | 1970
62 YB62 Ae. cylindrica Yiiksekova/Hakkari | 37°41'467K; 43°57'08"D | 1457
63 YB63 Ae. cylindrica Uludere/Sirnak 37°20'517K; 43°14'11"D | 1130
64 YB64 Ae. cylindrica Edremit/Van 38°22'257K; 43°23'36"D | 2190
65 YB65 Ae. cylindrica Ahlat/Bitlis 38°55'117K; 43°35'57"D | 1700
66 YB66 Ae. triuncialis Konak/Hakkari 37°35'457K; 43°48'26"D | 1300
67 YB67 Ae. triuncialis Konak/Hakkari 37°35'457K; 43°48'26"D | 1300
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Tablo 3.1: (Devam) Yabani bugday tiirlerinin toplandigi yerlere ait lokasyon

bilgileri
68 YB68 Ae. geniculata Uludere/Sirnak 37°56'477°K; 44°04'57"D 1457
69 YB69 Ae. triuncialis Edremit/Van 38°25'54"K; 43°23'55"D 1930
70 YB70 Ae. triuncialis Konak/Hakkari 37°35'45"K; 43°48'26"D 1300

3.1.1. Materyallerin ozellikleri

Aegilops triuncialis (2n = 4x = 28; UUCC)

Cok sirali subslindirik sivri uglu yabani tiirlerinden olan A. triuncialis, Giiney
Avrupa’nin her yerinde ve Yakin Dogu, Orta Asya’ya kadar uzanmaktadir. Verimli
hilal boyunca olduk¢a fazla goriilmektedir. Genellikle kuru, biraz bozulmus
habitatlarda, tepelerin ve daglarin kuru kayalik yamaclarinda yerel olarak bol
miktarda bulunur. 20-30 cm boyutlar1 arasinda degisim gosteren Ae. triuncialis, 2-6

cm uzunluguna kadar basak olusturabilmektedir.

Sekil 3.2: Dicle Universitesi Ziraat Fakiiltesi Seralarinda c¢ekilmis olan Ae.
triuncialis e ait bagak goriintlisii
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Aegilops cylindrica (4x=28 tetraploid; CCDD)

Yaygin, otsu davranig egilimi gosteren Ae. cylindrica tiirii, Tiirkiye'den batiya
dogru Bulgaristan, Romanya, Balkanlar ve Macaristan'a, kuzeye dogru Kafkasya
bolgesi ve Karadeniz kiyis1 boyunca ve doguya dogru Orta Asya'ya dogru uzanir ve
Bereketli Hilal'de, ¢ogunlukla kuzey kesiminde bulunur. 40-80 cm boyunca uzayan
govde yapisi, ince sivri uclu 5-9 cm araligindaki basakeik yapisi ve 5-7 basak¢ikli
yapist ile dikkat ¢ekmektedir. Kayalik ve engebeli arazilerde, kuru tepelik dag

yamagclarinda, otlak veya yakin ekim alanlarinda genellikle goriilebilmektedir.

Sekil 3.3: Dicle Universitesi Ziraat Fakiiltesi Seralarinda cekilmis olan Aegilops
Cylindrica’ya ait bagak goriintiisii

Aegilops columnaris (4x=28 tetraploid; UUMM)

Smirlt bir morfolojik varyasyon gdstermekte olan ve bazen ayirt etmekte
zorlanilan bir tiir olan Ae. columnaris, agirlikli olarak Tirkiye'de ve Bereketli
Hilal'in batisinda bulunur. Ancak yakin dogu kismina da dagilmistir. Dagilim alani

batiya dogru Girit'e, doguya dogru Ermenistan ve Azerbaycan'a kadar uzanir ki bu
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fran'da nadir olarak goriilebilmektedir. 20-50 cm boyunda bitkiler 2-4 cm
boyutlarinda basak olusturabilmektedirler. Kuru agik arazilerde, yol ve yamaglarda,

nadiren ormanlarda yetigebilen bu tiir agirlikli olarak taslik alanlarda goriilmektedir.

Sekil 3.4: Dicle Universitesi Ziraat Fakiiltesi Seralarinda cekilmis olan Aegilops
Columnaris e ait basak gortintiist

Aegilops geniculata (4x=28 tetraploid; UUMM)

Giliney Avrupa ve Ege'de yaygin, ancak Tiirkiye ve Transkafkasya'da nispeten
nadir olarak bulunabilen Ae. geniculata, ¢orak araziler, yol kenarlari, tepelerin ve
daglarin kuru kayalik yamaglar1 gibi genellikle kuru, biraz bozulmus habitatlarda
yerel olarak bol miktarda bulunabilmektedir. Bitki ortiisii olarak baslica ¢alilik, maki,
ormanlik alanlar ve bozkirdir. Ae. geniculata ¢ok tasli ve kayalik topraklarda
yetisebilir. Cok sirali yapiya sahip bu bitki 10-30 cm boyutlarinda gévde uzunluguna
ve 1-2 cm basak boyutlarina ulasabilmektedirler.
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Sekil 3.5: Dicle Universitesi Ziraat Fakiiltesi Seralarinda cekilmis olan Aegilops
geniculata ya ait basak goriintiisii

Triticum dicoccoides (4x=28 tetraploid; AABB)

Yabani gernik (Triticum turgidum ssp. dicoccoides) kiiltiirii yapilmis olan
tetraploid ve ekmeklik bugdayin yabani atalarindandir. Tiirkiye bugday ¢esitliliginin
ana merkezidir olarak bilinmektedir ve kitalar arasinda ¢esitli tahillarin dagilmasinda
onemli bir pay tagidig1 anlagilmistir. Karacadag bolgesinde emmer bugdayn kiiltiire
alindig1 merkez olarak kabul edilmektedir ve bugiinlerde halen yiizlerce arazi alanina

hakim oldugu yapilmis gézlemler ile bildirilmistir (Arystanbek Kyzy, 2019).
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Sekil 3.6: Dicle Universitesi Ziraat Fakiiltesi Seralarinda ¢ekilmis olan Triticum
dicoccoides e ait bagak goriintlisii

3.2. Metot
3.2.1. Yabani bugdaylardan tohum elde edilmesi ve DNA izolasyonu icin bitki
yetistirilmesi

Dicle Universitesi Ziraat Fakiiltesi Tarla Bitkileri serasinda 2019 yilinda
Tiirkiye’nin Dogu ve Giineydogu Anadolu bolgelerinden toplanmis, yabani bugday
tirleri (Ae. cylindrica, Ae. geniculata, Ae. triuncialis, T. dicoccoides, Ae. columnaris)
tohumlarinin  ¢ogaltimi igin sera kosullarinda saksilarda yetistirilmis hasat
olgunluguna ulastiginda elle hasat edilerek tohum elde edilmistir. DNA izolasyonu
icin Erzurum Atatiirk Universitesi Ziraat Fakiiltesi seralarinda yetistirilecek olan

tohumlar ayrigtirilmig ve uygun saklama kosullarinda bekletilmistir.

DNA izolasyonu igin kullanilacak olan yabani bugday genotipleri Erzurum
Atatiirk Universitesi Ziraat Fakiiltesi seralarinda yetistirilmistir. Her genotip drnegi

icin 4-5 tohum hazir toprak ile viyollere ekilmis ve ger¢ek yaprakli oldugu donemde,
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DNA izolasyonu i¢in yabani bugday genotiplerinin taze yapraklarindan gilinliik
olarak 1cm x lcm numune 6rnegi alinp 12 adet bitkinin izolasyonu yapilip -20

°C’de saklanmustir.

3.2.2. Kullanilan arac-gerecler

Calismada kullanilan ekipmanlar; MIKRO 22R santrifiij cihazi, Memmert su
banyosu, WiseMix VM-10 vortex, TissueLyser LT (QIAGEN), PCR Pipet
(pipetman), SBA 41 hassas terazi, UV cihazi, SENSOQUEST Labcycler PCR cihazi,
VWR AccuPower gii¢ kaynagi, SIGMA-ALDRICH Elektroforez

3.2.3. Genomik DNA izolasyonu
1.1 x 1 cm kadar geng yapraklarindan 3-4 6rnek alinip alinan 6rnekler direkt olarak

eppendorf icerisine aktarilir.
2. Eppendorflar buz igerisinde tutulur.

3. Extraction buffer hazirlig1 yapilir ve hazirlanan buffer buz igerisinde bekletilir.

Buffer hazirlanirken;

Her bir 6rnek i¢in 750 pL buffer kullanilir.

Buffer hazirlanirken su tablo dikate alinir;

1.25 ml 2M Tris pH=8.0

2.5ml 0.5M EDTA pH=8.0

2.5 ml 5M NaCl

17.5 uL B-Mercaptoethanol

Hazirlanan karisim 25 mL’ye saf su ile tamamlanir.
Not: Hazirlanan buffer giinliik olarak kullanilir.

4. Her eppendorf tiipiine 375 pL extraction buffer eklenir ve TissueLyser bilyesi
birakilip TisueLyser cihazina yerlestirilir. TissueLyser 4 dk, 50 oscillation devrinde

calistirilir. Bittikten sonra tekrar 375 pL extraction buffer eklenir.

5. 100 pL % 10 SDS eklenir 65 °C’de 10 dk su banyosunda bekletilir, DNA’lar elde
hafif bir sekilde sallanarak tekrar ayn1 sicaklikta 10 dk su banyosuna alinir.
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6. Su banyosundan sonra 250 pL. sodyum asetat eklenir 20 dk buzun igerisinde

bekletilir.

7. Buzdan alinan eppendorflar 15 dk 14000 rpm’de santrifiijje alinir. Eppendorf
icinde olusan Supernatant kismi yeni eppendorflara alinir (yeni eppendorfa aktarim
yapilirken TissueLyser bilyeleri yeni eppendorfa diismemelidir). Supernatant

aktarimi yapilan eppendorflar tekrar 3 dk 14000 rpm santrifiije alinir.

8. Eppendorflara 500 uL isopropanol eklenip over night i¢in -20 °C ye alinir (over
night:30dk-bir gece.)

9. -20 °C’den alinan eppendorflar 10 dk 14000 RPM de santrifiijlenir ve santrifiijde
bekletilmeden direkt supernatant kismi uzaklastirilir ardindan tekrar santrifiij yapilir
(2dk) ve pipetle eppendorf i¢inde kalan supernatant alinip kurutmaya alinir. 15-20 dk
kurutma i¢in beklenir ve 25n L TE buffer eklenir.

3.2.4. DNA konsantrasyon ayari

PCR asamasina hazirlik icin DNA konsantrasyonlarinin optimizasyonu biiyiik
onem tagimaktadir. Ciinkli molekiiler marker teknikleri ile yapilan ¢aligmalarda PCR
reaksiyonu bu optimizasyonlar ile cevap niteliginde sonuglar vermektedir. Bu
nedenle yapilmis olan izolasyonlarin konsantrasyonlart iyi ayarlanmali ve gerekli
kalite parametreleri referans degerlerine yakin hale getirilmelidir. Yapilan
izolasyonlar sonrast DNA konsantrasyonlar1 50 ng/uL olarak ayarlanmistir. Bu
calismada her bir genotipin DNA yogunlugu ve kalitesi nanodrop cihazinda
Olcililmiistiir. Bununla birlikte her izolasyon asamasi sonrasinda DNA kalite ve
konsantrasyonu i¢in % 0.8’lik agarose jel hazirlanip, etidyum bromid eklenmis ve
UV 151k altinda goriintiilemeler bilinen yogunluklar ile karsilagtirilip tahmini olarak
DNA ile ilgili parametreler belirlenmistir. Bu goriintiileme icin DNA’ dan 3 pL
alinmig, 3ulL loading buffer eklenmis ve saf su ile 20 pL ye tamamlanip jel
kuyucuklarma aktarilmistir. Yiiklemelerin ardindan DNA’lar 80V ile 30-40 dk
kosturulmustur. Bu asamalar ile birlikte DNA konsantrayonlar1 ayarlanmis ve PCR

islemi i¢in izole DNA’lar hazir hale getirilmistir.
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Tablo 3.2: Calismada yapilmis olan nanodrop 6l¢timleri

Jel sira no. Gen no. Konsantrasyon (ng/pL) 260/280
1 YB1 713.24 1.93
2 YB2 1506.35 2.09
3 YB3 1428.11 2.10
4 YB4 1004.81 2.13
5 YB5 1114.61 2.12
6 YB6 1286.39 2.09
7 YB7 4451.95 1.86
8 YBS8 1809.29 2.07
9 YB9 2522.69 2.06
10 YB10 1973.78 2.13
11 YB11 2535.63 2.10
12 YB12 1927.88 2.10
13 YB13 935.63 2.16
14 YB14 133.04 2.09
15 YB15 1407.18 2.10
16 YB16 2302.52 2.07
17 YB17 1710.12 2.08
18 YB18 168.53 2.13
19 YB19 253.47 2.09
20 YB20 1793.14 2.13
21 YB21 809.93 2.06
22 YB22 1465.80 2.10
23 YB23 895.10 2.06
24 YB24 318.03 2.08
25 YB25 168.84 1.60
26 YB26 1932.84 2.08
27 YB27 1502.85 2.05
28 YB28 1868.50 2.08
29 YB29 2478.11 2.01
30 YB30 954.12 2.08
31 YB31 1303.05 1.89
32 YB32 130.47 2.12
33 YB33 441.73 2.02
34 YB34 1575.98 2.05
35 YB35 1946.31 2.06
36 YB36 1749.75 2.05
37 YB37 947.77 1.98
38 YB38 2972.11 2.07
39 YB39 1729.73 2.08
40 YB40 986.09 2.07
41 YB41 4030.24 1.95
42 YB42 1104.99 2.11
43 YB43 362.49 1.69
44 YB44 1611.38 2.06
45 YB45 3492.90 2.08
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Tablo 3.2: (Devam) Calismada yapilmis olan nanodrop 6l¢timleri

46 YB46 1352.72 2.09
47 YB47 671.24 2.12
48 YB48 1114.69 1.92
49 YB49 1554.42 2.09
50 YBS50 2137.35 2.13
51 YB51 173.04 1.95
52 YBS52 2018.49 2.02
53 YBS53 566.02 2.04
54 YB54 232.02 2.10
55 YBS55 127.77 2.03
56 YBS56 1655.54 1.99
57 YBS57 471.20 2.03
58 YBS58 887.78 2.06
59 YBS59 473.51 2.08
60 YB60 1222.18 2.03
61 YB61 320.08 1.87
62 YB62 2301.28 2.03
63 YB63 1244.87 2.08
64 YB64 2407.14 2.07
65 YB65 915.85 2.07
66 YB66 1795.34 2.03
67 YB67 1297.38 2.04
68 YB68 1198.91 1.92
69 YB69 1779.65 2.06
70 YB70 362.65 2.05

3.2.5. PCR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu) iPBS — Retrotranspozon taramalari
Bu ¢alisma i¢in Kalendar ve ark. (2010)’nin olusturduklar1 35 primer deneme
asamasina almmustir. On calisma ile primerler polimorfik bant olusturma segenegine
dayanarak 6 yabani bugday genotipinde taranmistir. Ayrica baz dizilimlerinin farkl
olmasindan kaynaklit DNA baglanma (annealing) sicakliklar1 farkli oldugu i¢in bu
taramalarda sicaklik denemeleri (Gradient PCR) eklenmis PCR sonuglar

degerlendirilmistir.

3.2.6. IPBS - PCR reaksiyonu optimizasyonu

Tarama sonuglar1 ve izole edilen DNA sonuglar1 bir c¢ati altinda toplanarak
PCR protokoliine baslanmustir. Izolasyon sonucunda elde edilen DNA 6rneklerinden
1 ng/ul, 0.2 mL’lik PCR tiplerine aktarilmigtir. Bu aktarma sonucunda
amplifikasyon ¢ozeltisi ile 20 ulL’ye tamamlanip PCR tablasina ge¢is yapilacaktir.

Amplifikasyon ¢ozeltileri i¢in eppendorf tiiplerine stok durumundan ¢ozelti haline

22



getirilip karisim hazirlanacaktir. PCR protokoliine bagli olarak hazirlanan karigim ve

miktarlar1 Tablo 3.3’de gosterilmistir.

Tablo 3.3: iPBS-retrotranspozon PCR protokolii

PCR Karisim Miktar (pL)
Dntp (10mM) 2
DNA 2
Tag 0.5
Buffer 2
Primer 1
MgCL2 0.5
Distile su (ddH20) 12
TOPLAM 20

IPBS-PCR reaksiyonu i¢in sicaklik ve dongii sayilart icin Kalendar ve ark.

(2010)’nin gelistirdigi protokol takip edilmistir. PCR igin her kullanilmig olan

primerin degisken baglanma sicakligi ve baz icerigi goz onunda bulundurularak

gerekli ayarlamalar yapilmistir (40-60°C).

Tablo 3.4: Tez calismasi i¢in taramasi yapilan ve polimorfik bant sayilarina gére
secilecek olan IPBS Retrotranspozon primerleri ve baz dizilimleri listesi

At Opti_mize At Opti_mize
Markir Sekans 5'-3' ©C) edilen | Markir Sekans 5'-3" ©C) edilen
sicakhik sicaklik
2074 | GCTCTGATACCA | 40.5 | 45.0°C | 2380 | CAACCTGATCCA | 414 | 45.0°C
2075 | CTCATGATGCCA | 421 | 50.0°C | 2381 GTCCATCTTCCA | 409 | 45.0°C
2076 | GCTCCGATGCCA | 504 | 50.0°C | 2382 TGTTGGCTTCCA | 449 | 47.0°C
2077 | CTCACGATGCCA | 46.1 | 50.0°C | 2383 GCATGGCCTCCA | 50.5 | 53.0°C
2078 | GCGGAGTCGCCA | 54.2 | 50.0°C | 2384 | GTAATGGGTCCA | 40.9 | 50.0°C
2079 | AGGTGGGCGCCA | 56.6 | 50.0°C | 2385 CCATTGGGTCCA | 45.7 | 50.0°C
2080 | CAGACGGCGCCA | 54.6 | 50.0°C | 2386 CTGATCAACCCA | 414 | 50.0°C
2081 | GCAACGGCGCCA | 56.5 | 55.0°C | 2387 | GCGCAATACCCA | 47.3 | 50.0°C
2083 | CTTCTAGCGCCA | 457 | 50.0°C | 2388 | TTGGAAGACCCA | 434 | 44.0°C
2085 | ATGCCGATACCA | 438 | 44.0°C | 2389 ACATCCTTCCCA | 43.0 | 50.0 °C
2087 | GCAATGGAACCA | 435 | 45.0°C | 2390 | GCAACAACCCCA | 47.6 | 50.0°C
2095 | GCTCGGATACCA | 448 | 47.0°C | 2391 | ATCTGTCAGCCA | 43.6 | 44.0°C
2374 | CCCAGCAAACCA | 47.1 | 44.0°C | 2392 | TAGATGGTGCCA | 43.1| 50.0°C
2375 | TCGCATCAACCA | 451 | 47.0°C | 2393 | TACGGTACGCCA | 47.1| 50.0°C
2376 | TAGATGGCACCA | 431 | 45.0°C | 2394 | GAGCCTAGGCCA | 485 | 51.3°C
2377 | ACGAAGGGACCA | 47.2 | 49.0°C | 2271 | GGCTCGGATGCCA | 54.3 | 57.4°C
2378 | GGTCCTCATCCA | 44.2 | 50.0°C | 2776 | ACCTCTGATACCA | 42.7 | 50.0 °C
2379 | TCCAGAGATCCA | 415 | 50.0°C | 2278 | GCTCATGATACCA | 42.3 | 44.8°C
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Daha oOnce yabani bugday genotiplerinin genetik karakterizasyonunu
gorebilmek amaci ile yapilan tarama igsleminin ardindan secilmis olan 11 farkli iPBS

primerlerinin bilgileri Tablo 3.5 tizerinde belirtilmistir.

Tablo 3.5: Tarama isleminin ardindan segilmis olan 11 iPBS primeri

iPBS- retrotranspozon 5 o Optimize edilmig Baglanma

- - az dizilimi sicakhigi

isimleri ©C)
2075 CTCATGATGCCA 50.0
2081 GCAACGGCGCCA 55.0
2083 CTTCTAGCGCCA 50.0
2271 GGCTCGGATGCCA 57.4
2276 ACCTCTGATACCA 50.0
2278 GCTCATGATACCA 44.8
2374 CCCAGCAAACCA 44.0
2377 ACGAAGGGACCA 50.0
2387 GCGCAATACCCA 50.0
2388 TTGGAAGACCCA 44.0
2394 GAGCCTAGGCCA 51.3

Tablo 3.6: iPBS analizinde kullanilan PCR sicaklik ve dongii kosullari

PCR adimlan Sicakhik Siire Dongii sayisi
Pre-denatiirasyon 95.0 4:00 1
Denatiirasyon 94.0 1:00 38
Primerin DNA’ya baglanmasi 40-60 1:00 38
Uzama safhasi 72.0 1:00 38
Son uzama safhasi 72.0 10:00 1

PCR sicaklik ve dongili kosullar1 olarak; 95°C'de 4 dk pre-denatiirasyon
isleminden sonra, 38 dongii boyunca oOrnekler denatiirasyon i¢in 94 °C'de 1 dk,
primerin DNA'ya baglanmasi i¢in 40-60 °C'de (primere gore degismek lizere) uzama
safhasi i¢in 72 °C'de 1dk ve en son uzama sathasi i¢in 72°C 10 dk tutulmustur. PCR
tirtinleri gerektiginde +4 °C’de buzdolabinda saklanmis ve daha sonra agaroz jel

elektroforezde kosturulmustur.
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3.2.7. IPBS-PCR reaksiyonunun elektroforez hazirhg ve gerceklestirilmesi
Agaroz jel hazirlamisi

Belirli asamalar sonunda elde edilen PCR iiriinlerinin goriintiileme islemi
elektroforez yontemi ile yapilacaktir. Bu goriintiileme i¢in PCR {irtinleri % 1.2°lik
agarose jelde kosturulmustur. Jeli hazirlamak i¢in 1.920 gr agarose tozu,
erlenmayerde 160mL 1X SB tampon ¢ozeltisi ile karigtirilarak mikrodalga firin
icinde 700 °C de 2-3 dakika kaynatilmis homojen hale getirilene kadar eritilmistir.
Eritmenin ardindan 4 pL etidyum bromid karistirilmistir. Hazirlanan bu karigim
yeteri miktarda sogutularak Onceden taraklar1 yerlestirilmis olan elektroforez
tepsisine dokiilmiis ve 15-20 dakika oda sicakliginda agarose jelin donmasi

beklenmistir.

Elektroforez ve jel goriintiilemesi

Agarose jelin donmasmin ardindan DNA  Orneklerinin  yiiklenecegi
kuyucuklarin olugmasi i¢in tepsiye onceden birakilis olan taraklar dokiilen jele zarar
vermeyecek sekilde ¢ikarilir ve PCR firiinlerinin yiiklenmesi i¢in hazir hale getirilir.
Homojen halde bulunan PCR firiinlerinin 1X SB tampon ¢o6zeltisi ile karismamasi
adina PCR iiriinlerine 6nceden seyreltilmis olan 6X loading buffer ¢ozeltisinden 3pL
ilave edilerek PCR iiriinii ile homojen karistirilip tiip icersindeki numune 6rnegi 23
pL olarak tamamlanir. PCR iiriinlerine pipet yardimi ile 23puL olacak sekilde sirasi
ile jel kuyucuklarina aktarilir. Aktarilan PCR iriinleri 100V 90 dakika elektrik
akimina maruz birakilarak birbirinden ayrilmalari i¢cin 1X SB tampon c¢ozeltisi
igersinde kosturulmustur. Kosturmanin ardindan jel goriintiisti i¢in UV 1s1k altinda jel

goriintiileri fotograflanmustir.

3.2.8. Verilerin analizi

Agaroz jel iizerinde goriintiilerini almis oldugumuz bantlar polimorfik olup
olmadig1 belirlenerek, her 6rnekte bant bulunduran goriintiiler i¢in 1 (var) veya bant
bulundurmayan goriintiiler i¢in 0 (yok) olarak skorlamaya tabi tutulmus ve Microsoft

Office Excel dosyasi igerisine kayit altina alinmigtir.
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IPBS belirteglerinin Polimorfik Bilgi icerigi (PIC) degerlerinin hesaplanmasi

Polimorfizm Bilgi Igerigi (PIC); popiilasyon polimorfizminin belirlenmesi
amaci ile kullanilan primer degerini tamimlamaktadir. PIC degerleri polimorfik olan
allel sayisi ve frekans dagilimlarina bagli olmakla birlikte her bir primer polimorfizm
oraninda ayirt etme giicli ile ifade edilmektedir. Bu degerler 0 ile 0.5 arasinda
degisim gosterebilmektedir (Botstein ve ark., 1980). Her IPBS belirteci PIC degerleri
asagida belirtilmis olan formiil ile hesaplanmistir. Sayr 0.5 diizeyine yaklagsma

sagladikga ayirt etme giicli dogru orantili artmaktadir (Anderson ve ark., 1993).
PIC: 1-ZP(i)2
Formiilde p ve q mevcut ve kayip bantin frekansi;

pi= allelin frekansi

Genotipler icindeki genetik ¢esitliligin tahmini

Genotipler igerisinde var olan genetik ¢esitlilik Nei’nin genetik cesitlilik
indeksi (Nei ve ark., 1983) ve Shannon bilgi indeksi (Lewontin, 1972) kullanilmis
olup asagida belirtilmis olan esitlikler {izerinden ve Popgen programi ile (Yeh ve

ark., 1997) hesaplamalar1 yapilmistir.

Pi= 1’inci allel i¢in allel frekansi

Genotipler arasindaki genetik mesafenin tahmini

Genotipler arast genetik mesafe Nei’nin katsayisint (Nei ve ark., 1983)

kullanip, Popgen programi (Yeh ve ark., 1997) yardimi ile hesaplama yapilmistir.
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Xi=i allel ferekans1 X popiilasyonunda

Yj=j allel ferekans1 Y popiilasyonunda

Genetik yakinhigin belirlenmesi

iPBS belirtegleri lizerinden elde edilmis olan verilerin kiimeleme analizi igin
NTSYS-pc versiyon 2.02 (Rohlf, 2000) bu c¢alismada kullanilmistir. Skorlama
sonucunda elde edilen 0 ve 1 degerleri ile matriks olusturulmus ve genetik benzerlik
katsayis1 Jaccard (1908) yontemi iizerinden hesaplamalar yapilmistir. Bireylerin
aralarinda var olan benzerlik indeksleri hesaplanmistir. Aritmetik ortalama ile tartili
olmayan ¢ift grup metot analizi (UPGMA) metodu kullanilmis, benzerlik matriksi
olusturularak dendrogram yolu ile gruplarin belirlenmesi saglanmistir. Genotipler
aras1 kiyas yapildigr zaman ise; 0’a yakinlik az benzerlik diizeyini ve 1’e yakinlik

genetik yakinlik faaliyetlerini bildirmektedir.

Populasyon yapisimin belirlenmesi

Bu c¢alismada materyal olarak kullanmis oldugumuz genotiplerin genetik
yapilarinin  belirlenebilmesi icin STRUCTURE 2.2 programinda ¢alisilmistir
(Pritchard ve ark., 2000). STRUCTURE programi ayirt edilebilir allel frekans
durumlar1 ile popiilasyon {izerindeki gruplar1 tanimlamaktadir. Yabani bugday
genotipleri ile yapilmis olan genetik cesitlilik calismalar1 igcerisinde STRUCTURE
programi kullanilmis genotiplerin basaril bir sekilde gruplara ayrildig: bildirilmistir.
(Arystanbek Kyzy, 2019) . F-istatistik Fsty degeri alt popiilasyonlar igerisinde
gorilmiis olan farklilagma durumunu belirtmektedir. Popiilasyon iizerindeki grup
sayist K degeri olarak tanimlanmaktadir. En uygun K degeri ise 1-10 arasinda olan
degerler ile hesaplanmistir. Burn-in period and burn-in lenght i¢in 100.000 Markov

Chain Monte Carlo tekrar1 ve her bir K degeri i¢cin 10 tekrar yapilmistir. Her bir K
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degeri i¢in, en yiiksek olasilik gosteren deger kabul edildi ve AK hesaplanarak grup

sayist belirlenmisgtir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

2018 yilinda Tiirkiye’nin Dogu ve Giineydogu Anadolu bolgelerinden (Sirnak,
Hakkari, Van, Bitlis) toplanmis, yabani bugday tiirleri (Ae. cylindrica, Ae.
geniculata, Ae. triuncialis, Ae. dicoccoides, Ae. columnaris) ile toplam 70 adet
yabani bugday genotipi sera kosullarinda viyollere ekimi yapilmis ve ¢ikis yapmis
her genotipten bir bitki segilerek calismaya baslanmistir. Her genotipten segilmis
olan tek bitki tiizerinden genetik c¢esitliligi anlamak ve molekiiler olarak
karakterizasyonunu elde edebilmek i¢in iPBS-Retrotranspozon molekiiler markor
sistemi kullanilmigtir. Molekiiler diizeyde karakterizasyonu elde edebilmek adina ve
calismis oldugumuz genotipler arasi genetik iliski tanimlanmasi asamasi i¢in DNA
molekiiler markorii se¢imi Kalender ve ark. (2010)’nin gelistirmis oldugu ve evrensel

bigimde adlandirilmis olan iPBS retrotranspozon kullanilmistir.

Arastirmamizda iPBS-Retrotranspozon DNA markorii kullanilarak, 70 adet
yabani bugday genotipi iizerinde genetik karakterizasyon belirlenmistir. Yabani
bugday genotiplerinde en polimorfik iPBS primerini belirleyebilmek i¢in 35 adet
iPBS primeri ile rastgele se¢ilmis 6 yabani bugday genotipinde On tarama
yapilmistir. Yapilmis olan 6n tarama sonucu ile kullandigimiz 35 adet iPBS
primerinin hepsinin PCR {iriinii verdigi goriintiilenmis olup, 11 adet iPBS primeri
polimorfik olarak belirlenmis ve esas ¢alisma icin kullanima hazir hale getirilmistir.
On tarama ile birlikte kullanilmis olan 35 adet iPBS primerinden skorlana bilinen
bant sayisi, polimorfik derecedeki bant sayilar1 ve agaroz jel goriintiilerinden
skorlama yapilabilme durumlarma gore degerlendirilmis olup, bu degerlendirme
sonuclarinin tiimii bir araya getirilerek denemesi yapilmis 35 adet iPBS primerinden
11 adet iPBS primeri (iPBS2075, iPBS2081, iPBS2085, iPBS2271, iPBS2276,
1PBS2278, 1PBS2374, iPBS2377, iPBS2387, iPBS2388, iPBS2394) arastirmada
kullanilmis olan 70 yabani bugday genotipinde genetik karakterizasyonu belirlemek

i¢in calisilmistir.



4.1.iPBS Primer Bilgileri

Se¢ilmis olan 11 adet iPBS primerinin hepsi 70 yabani bugday genotipinde
taranmis olup, tarama sonugclarina gore 11 adet iPBS primeri toplam 61 allel {iretmis,
allel sayisinin 2 (2085) ile 9 (2394) arasinda degiskenlik gosterdigi belirlenmis ve
primer basina ortalama allel sayis1 5.55 olarak tespit edilmistir (Tablo 4.1).

Tablo 4.1: iPBS primerlerinden elde edilmis bilgiler

. . Allel Sayis1 Polimorfik Polimorfizm
Primer (iPBS) (adetgl bant sayisi PIC oram (%)

2075 5 5 0.32 %100
2081 3 3 0.42 %100
2085 2 2 0.37 %100
2271 6 6 0.34 %100
2276 4 4 0.22 %100
2278 7 7 0.22 %100
2374 7 7 0.35 %100
2377 8 8 0.40 %100
2387 4 4 0.39 %100
2388 6 6 0.34 %100
2394 9 9 0.47 %100

Ortalama 5.55 5.55 0.35 100

iPBS primeri ile yapilmis olan analizlerle beraber elde edilmis polimorfizm
bilgi icerigi (PIC) ortalama degeri 0.35 oldugu belirlenmisken, en diisiik deger 2276,
2278 numarali primerlerde 0.22 ve en yiiksek deger 2394 numarali primerde 0.47
olarak belirlenmistir (Tablo 4.1). PIC degeri markir’in ayrim giiciinii belirtmektedir.
Ipbs markir’1 ile yapilmis olan diger calismalarda PIC degerinin, Arystanbek Kyzy
(2019), 0.0306 ile 0.913 arasinda (ortalama 0.660), Sadik (2017), 0.74 ile 0.97
arasinda (ortalama 0.89), Alkan ve ark. (2019), 0.10 ile 0.29 arasinda (ortalama 0.17)

oldugunu gozlemlemislerdir.

Calismada kullanilmis olan 11 adet iPBS primerlerinden elde edilmis PCR
sonuglarindan bazilarinin bant goriintiilemeleri Sekil 4.1, Sekil 4.2 ve Sekil 4.3

lizerinde gosterilmistir.
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Sekil 4.2: 2374 numarali primer ile olusan bantlarin jel goriintiilemesi (25-49)

Sekil 4.3: 2374 numarali primer ile olusan bantlarin jel goriintiilemesi (49-70)

4.2. Genetik Benzerlik
Tiirkiye’nin Sirnak, Hakkari, Van, Bitlis illerinden toplanmis, yabani bugday

genotiplerine ait genetik uzaklik tablosu EK-1 {izerinde belirtilmistir.

Genetik benzerlik analizi sonuglarina gore genotipler arasindaki genetik
benzerliklerin %19 ile % 98 degerleri arasinda degiskenlik gosterdigi belirlenmistir
(EK-1). Genotipler arasinda en yakin iliskiye baktigimiz zaman YB66 ile YB67
genotipleri arasinda olurken, en uzak iligki ise YB70 ile YB2 genotipleri arasinda
gozlemlenmistir. Bu genetik benzerlik degerini % 97’lik bir oranla YB4 ile YBS
genotipleri takip etmistir. YB16 ile YB13, YB32 ile YB31 genotipleri ve YB64 ile
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YB63 genotipleri arasindaki genetik benzerlik degerleri sirasiyla % 96 ve % 95
oldugu belirlenmistir. YB35 ile YB34, YB65 ile YB62 ve YB70 ile YB66
genotipleri arasindaki genetik benzerlik degerinin % 93 oldugu anlasilmistir. YB27
ile YB26 ve YB35 ile YB31 genotipleri arasindaki genetik benzerlik degeri ise % 91
olarak oOlgiilmiistiir. YB45 ile YB42, YB60 ile YB48, YB63 ile YB60, YB3l ile
YB25 ve YB32 ile YB25 genotipleri arasindaki genetik benzerlik degerinin % 90
oldugu belirlenmistir. Farkli noktalardan toplanmis olan YB70 ile YB2
genotiplerinin birbirine en uzak genetik benzerlik degerine % 19 sahip oldugu ve bu
degeri % 23 oraninda YB68 ile YB19 genotiplerinin takip ettigi belirlenmistir. YB69
ile YB2, YB70 ile YB9 ve YB70 ile YB19 genotiplerinde genetik benzerlik
degerinin % 24 oldugu anlagilmistir. YB68 ile YB17 ve YB70 ile YB20 genotipleri
arasindaki genetik benzerliginin % 25 oldugu tespit edilmistir. YB70, YB17
genotiplerinde genetik benzerlik degerinin % 26 oldugu tespit edilmistir.

Genetik benzerlik degerleri ve genotiplerin toplama noktalar1 goz Oniine
alindig1 zaman toplanmis olan materyallerin kendi i¢lerinde birbirlerine yakin oldugu
belirlenmistir. Ancak YB70 genotipinin diger genotiplere oranla genetik benzerlik
degerinin daha diisiik oldugu belirlenmistir. Birbirine yakin noktalardan toplanan

genotipler arasinda da farkliliklar oldugu goriilmistiir.

4.3. Kiimeleme ve Komponant Analizi
Tiirkiye’nin Dogu ve Giineydogu Anadolu boélgelerinden (Sirnak, Hakkari,
Van, Bitlis) toplanmis, yabani bugday genotiplerine ait iPBS verileri ile yapilmis

koordinat analizi sonuglar1 Sekil 4.4 {izerinde belirtilmistir.
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Sekil 4.4: iPBS verileri ile belirlenmis komponant analizi

4.4.Dendrogram Analizi

Yabani bugday genotiplerine ait iPBS verileri ile UPGMA metodu kullanilarak

¢izilmis soyagaci Sekil 4.5 lizerinde belirtilmistir.
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Molekiiler dizi verileri ile kiyaslamali analizi farkli genotiplerin aralarinda
varolan yakinlik veya uzaklik mesafelerinin belirlenebilmesi amaci ile kullanilir ve
bununla birlikte filogenetik aga¢c olusumunu gergeklestirerek genotiplerin
kiimelenmelerini belirtir. Bu amag ile Nei’nin genetik mesafesi ve aritmetik
ortalamalar1 ile tartili olmayan ¢ift grup metot analizi (UPGMA) ydntemi

kullanilarak yabani bugdaylar arasinda kiimeleme analiz sonuglar1 belirlenmistir.

Bu analiz sonuglar ile birlikte ii¢ biliyiikk kiime (A, B ve C) ortaya ¢iktig

belirlenmistir.
A kiimesi igerisinde YB1, YB22 ve YB2 genotipleri yer aldig1 goriilmiistiir.

B kiimesi icerisinde YB3, YB23, YB24, YB6, YB12, YBS, YB14, YBIO,
YB11, YB4, YB5, YB7, YB9, YB17, YB13, YB16, YB15, YB19, YB20, YB18,
YB25, YB31, YB34, YB32, YB35, YB28, YB26, YB27, YB29, YB33, YB30,
YB36, YB39, YB40, YB38, YB47, YB48, YB42, YBA43, YB45, YB41l, YBA46,
YB37, YB44, YB21 ve YBS55 genotiplerinin yer aldigi goriilmiistiir.

YB50, YB51, YB54, YB56, YB58, YB53, YB49, YB52, YB60, YB62, YB63,
YB64, YB65, YB66, YB67, YB70, YB68, YB61, YB57 ve YB59 genotiplerinin C

kiimesinde yer aldig1 goriilmiistiir.

4.5. Structure Analizi ve AK Degeri
Yabani bugday tiirlerine ait, Delta K degerleri Sekil 4.6 ve Structure analiz

sonuclar1 Sekil 4.7 lizerinde belirtilmistir
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Deltak = mean{|L"(K}]} f sd{L{K]})
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Sekil 4.6: K degerleri ve Delta K

Popiilasyon yapis1 belirlenebilmesi igin structure (Pritchard ve ark., 2000)
programi kullanilmis 7 yabani bugday genotipinde iPBS primerleri ile elde edilmis
bant goriintlileri verilmistir. Biitlin K degerleri i¢in en ¢ok ihtimal gdstermis olan
deger AK degeri olarak kabul edilmekle birlikte bu degerin 3 olarak bulundugu
belirtilmistir (Sekil 4.6).

Bu arastirmada, 70 yabani bugday genotipinde katilimin popiilasyon yapisi
STRUCTURE program ile iPBS verilerine gore siniflandirilmaya dahil edilmistir.
Sekil 4.7°de gosterildigi gibi genotipler igeresindeki az karisim ile {i¢ alt popiilasyon
elde edildigi belirlenmistir. Orneklerin toplandig1 alanlardaki noktalarmn birbirlerine
bagli oldugu goz oniline alindiginda bu ii¢ popiilasyona ait karigma sebebi olarak

sayilabilir.

Genetik yapr analizi sonuclart ile birlikte yabani bugday genotipleri ii¢ alt-
poplilasyona ayrildigi belirlenmistir (K=3). Arastirmamiz popiilasyon sayist (K

degeri) diisiikliigiiniin sebebi ise materyallerin toplanmis oldugu alanlar arasi1 gen
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akis oranindaki yiiksek degerlerden kaynaklandigi sOylenebilinmektedir. Aydin
(2016) yapmis oldugu calismada 96 fasulye genotipinde 10 adet iPBS marker1
kullanmistir. Cesitliligi degerlendirirken yapilan analiz ile K=2 alt grup bulmuslardir.
Yine diger bir ¢alismada Sadik (2016) 24 iPBS maker1 kullanarak 7 farkli daucus
tiiriine ait 17 ait genotipte STRUCTURE analizi yapmislardir. Bu analiz ile birlikte
K=2 alt grup bulduklarini belirtmislerdir. Arystanbek Kyzy (2019) 29 yabani gernik
(Triticum dicoccoides), 4 adet emmer (Triticum dicoccum) ve Suriye orijinli 4 adet
kiiltiir makarnalik ve 1 adet Tirkiye orijinli kiiltiir makarnalik bugday (Triticum
durum) genotiplerini kullanarak 9 adet iPBS marker1 kullanarak genetik cesitlilik
tizerine yapmis olduklari bu ¢calismada K=2 alt gruba ayrildigini bildirmiserdir.

Sekil 4.7: iPBS verilerine dayali popiilasyon yapisinin grafiksel gosterimi

STRUCTURE programindan elde edilmis verilere gére yabani bugday genotiplerinin aralarinda var
olan benzerliklere gore dagilim (Her grup farkli renk ile boyanmustir; kirmizi, yesil ve mavi) (K=3)

Tablo 4.2: iPBS primerlerinden elde edilis verilere gore Allel frekansi

1 2 3
1 - 0.1307 0.1952
2 0.1307 - 0.1830
3 0.1952 0.1830 -
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Tablo 4.3: 3 Yabani bugday alt-popiilasyonlarinda beklenen heterozigotluk orani ve
FST (F-istatistik)

Alt-Popiilasyon (K) Beklenen heterozigotluk orani Fiksasyon indeksleri
1 0.2666 0.3930
2 0.2504 0.3716
3 0.2330 0.4804

Tirkiye’nin Dogu ve Gilineydogu Anadolu bélgelerinden (Sirnak, Hakkari,
Van, Bitlis) toplanmis, yabani bugday genotiplerine ait populasyonlarin beklenen

heterizigotluk oranlar1 ve FST degerleri Tablo 4.3°de verilmistir.

Sekil 4.7°de gosterilen STRUCTURE programindan elde edilen verilere gore
yabani bugday genotipleri arasinda 3 farkli popiilasyon yapisi belirlenmistir. Bu
popiilasyonlar igerisinde beklenen heterozigotluk orani 0.2330 ile 0.2666 arasinda
degiskenlik gosterdigi belirlenmistir. STRUCTURE programindan elde edilen renk
skalalar1 ile beklenen heterozigotluk oranlarinda popiilasyonlarin birbirlerine yakin
olmas1 tiir igerisindeki gen akisinin ¢ok az oldugunu gostermektedir. Ayrica
popiilasyionlara ait en yiiksek FST degeri popiilasyon 3 (0.4804) ve en disiik FST
degeri popiilasyon 2 (0.3716)’ de belirlenmistir.

4.6. Genotiplere Ait Gozlenen Allel Sayisi (Na ), Etkili Allel Sayisi (*Ne), Nei’nin
Gen Cesitliligi (*H ), Shannon’s Bilgi Icerigi (*1)

Tirkiye’nin Dogu ve Giineydogu Anadolu bolgelerinden (Sirnak, Hakkari,
Van, Bitlis) toplanmis, yabani bugday genotiplerine ait Etkili allel sayis1 (*Ne)
Kimura ve Crow (1964), Nei's (1973) gen ¢esitliligi (*H), Shannon's bilgi igerigi (*
I) Lewontin (1972) Tablo 4.4’de verilmistir.

Tablo 4.4: Genotiplere ait etkili allel sayis1 (¥*Ne), Nei nin gen ¢esitliligi (*H),

Shannon’s bilgi igerigi (*I)

Lokus Ornek * Ne *H * |
biiyiikliigii

YB1 59 1.7362 0.4240 0.6151
YB2 55 1.5649 0.3610 0.5469
YB3 59 1.8467 0.4585 0.6510
YB4 42 1.9820 0.4955 0.6886
YB5 43 1.9733 0.4932 0.6864
YB6 55 1.9478 0.4866 0.6797
YB7 59 1.9948 0.4987 0.6919
YBS8 59 1.9857 0.4964 0.6896
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Tablo 4.4. (Devam) Genotiplere ait etkili allel sayis1 (*Ne), Nei nin gen ¢esitliligi
(*H), Shannon’s bilgi igerigi (*I)

YB9 59 1.9328 0.4826 0.6757
YB10 59 1.9074 0.4757 0.6687
YB11 55 1.9681 0.4919 0.6850
YB12 59 1.9328 0.4826 0.6757
YB13 55 1.9836 0.4959 0.6890
YB14 59 1.8786 0.4677 0.6605
YB15 59 1.9545 0.4884 0.6815
YB16 55 1.9993 0.4998 0.6930
YB17 55 1.8942 0.4721 0.6649
YB18 55 1.9478 0.4866 0.6797
YB19 55 1.9681 0.4919 0.6850
YB20 55 1.9478 0.4866 0.6797
YB21 55 1.9231 0.4800 0.6730
YB22 55 1.7868 0.4403 0.6322
YB23 55 1.8615 0.4628 0.6555
YB24 55 1.8615 0.4628 0.6555
YB25 50 2.0000 0.5000 0.6931
YB26 56 1.9898 0.4974 0.6906
YB27 56 1.9975 0.4994 0.6925
YB28 56 1.9600 0.4898 0.6829
YB29 56 1.9898 0.4974 0.6906
YB30 52 1.9882 0.4970 0.6902
YB31 52 1.9737 0.4933 0.6865
YB32 54 1.9891 0.4973 0.6904
YB33 56 1.9773 0.4943 0.6874
YB34 56 1.9898 0.4974 0.6906
YB35 56 1.9898 0.4974 0.6906
YB36 59 1.9857 0.4964 0.6896
YB37 59 1.9948 0.4987 0.6919
YB38 59 1.9994 0.4999 0.6930
YB39 59 1.9994 0.4999 0.6930
YB40 59 1.9328 0.4826 0.6757
YB41 56 2.0000 0.5000 0.6931
YB42 55 1.9836 0.4959 0.6890
YB43 55 1.9231 0.4800 0.6730
YB44 55 1.9478 0.4866 0.6797
YB45 55 1.9941 0.4985 0.6917
YB46 55 1.9681 0.4919 0.6850
YB47 55 1.9941 0.4985 0.6917
YB48 55 1.9941 0.4985 0.6917
YB49 50 1.9501 0.4872 0.6803
YBS50 50 1.9873 0.4968 0.6899
YB51 54 1.9756 0.4938 0.6870
YB52 50 1.9231 0.4800 0.6730
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Tablo 4.4. (Devam) Genotiplere ait etkili allel sayis1 (*Ne), Nei nin gen ¢esitliligi
(*H), Shannon’s bilgi igerigi (*I)

YB53 54 1.9973 0.4993 0.6925
YB54 54 1.9891 0.4973 0.6904
YBS55 54 1.9891 0.4973 0.6904
YB56 54 1.9059 0.4753 0.6682
YB57 54 1.9973 0.4993 0.6925
YB58 54 1.9756 0.4938 0.6870
YB59 54 1.9891 0.4973 0.6904
YBG60 50 1.9501 0.4872 0.6803
YB61 54 1.9337 0.4829 0.6759
YB62 54 1.9570 0.4890 0.6821
YB63 54 1.9059 0.4753 0.6682
YB64 52 1.9538 0.4882 0.6813
YB65 52 1.9287 0.4815 0.6745
YB66 55 1.9836 0.4959 0.6890
YBG67 55 1.9681 0.4919 0.6850
YBG68 55 1.9478 0.4866 0.6797
YB69 54 1.9570 0.4890 0.6821
YB70 54 1.9059 0.4753 0.6682
Ortalama 55 1.9488 0.4861 0.6791
St. Dev 0.0684 0.0206 0.0214

Ortalama etkili allel sayis1 1.9488 olarak belirlenmistir. Etkili allel sayisinin en
yiiksek YB25 (2.000) ve YB41 (2.000) genotiplerinde en diisiik ise YB2 (1.5649)

genotipinde oldugu goriilmuistiir.

Nei’nin gen ¢esitliligi degeri en yiiksek YB25 (0.5000) ve YB41 (0.5000), en
diisiik ise YB2 (0.3610) genotiplerinde belirlenmistir. Ortalama gen cesitliligi degeri
ise (0.4861) olarak olglilmistiir. Arystanbek Kyzy, (2019) 9 marker kullanmig
oldugu bu ¢aligmada Nei’nin gen cesitliligi degerini en diisiik 0.486 oldugunu en
yiiksek ise 0.495 degerini (ortalama 0.489) bildirmistir. Bir diger ¢alismada 96
fasulye genotipinde 10 adet marker kullanilmis gen cesitliligi degerlerinin 0.07-0.28
arasinda degiskenlik gosterdigi ve ortalama degerin 0.14 oldugunu belirtmislerdir

(Aydin, 2016).

Shannon bilgi icerigi agisindan en yliksek deger YB25 (0.6931) ve YB41
(0.6931) orneklerinde, en diisiik deger ise YB2 (0.5469) genotipinde belirlenmistir.
Ortalama Shannon bilgi icerigi ise 0.6791 olarak belirlenmistir. Arystanbek Kyzy,
(2019) shannon bilgi igerigi kapsaminda en diisiik 0.679 en yiiksek ise 0.688 olarak
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belirlemis olup ortalama degeri 0.682 olarak bildirmislerdir. Diger bir ¢alisma 96
fasulye genotipi ve 10 adet markir kullanilarak, Shannon bilgi igerigi degerleri en

diisiik 0.10 en yiiksek 0.42 ve ortalama degeri 0.25 olarak bildirmislerdir (Aydin,
2016).
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5. SONUCLAR ve ONERILER

Bu ¢alismada Dogu ve Giineydogu Anadolu Bolgesinden (Sirnak, Hakkari,
Van, Bitlis) toplanan bazi yabani bugday tiirlerinin (Ae. cylindrica, Ae. geniculata, Ae.
triuncialis, T. dicocoides, Ae. columnaris) genetik karakterizasyonu belirlemek, mevcut
genetik cesitliligi ¢ogaltmak amaci ile iPBS-retrotranspozon marker yontemi

kullanilarak ¢alisilmigtir.

IPBS-retrotranspozon molekiiler marker yontemi son zamanlarin popiilasyonlar
arast genetik yakinlik ve mesafe belirlemeleri arastirmalarinda kullanilan etkili bir
yontem olmaya baslamistir. Bu amagla kullandigimiz 35 iPBS retrotraspozon

primerinden 11 tanesinde, PCR iiriinleri yiiriitiilen jelde bant goriintiileri vermistir.

iPBS DNA analizi, 70 yabani bugday genotipinde 11 iPBS primeri kullanilmas,
lokus bagina allel sayisinin 5.5 oldugu gozlemlenmistir. Allel sayisinin 2 ile 9
arasinda degistigi bulunmugtur. iPBS verilerine gore tiim primerlerde polimorfizm
orant % 100 olmustur. Jaccard katsayisi kullanilarak hesaplanan genetik mesafeler
incelendiginde birbirine en uzak genotipler % 19 YB70 ve YB2 genotipleri olurken;
en yakin genotipler % 98 ile YB66 ve YB67 genotipleri oldugu belirlenmistir.
Kiimeleme ve dendrogram analiz sonuglarina gore genotiplerin 3 ana gruba ayrildig:
belirlenmis, popiilasyon yapisi belirlenebilmesi igin structure (Pritchard ve ark.,

2000) programi1 kullanilmis Delta-K degeri 3 olarak belirlenmistir.

Aragtirmamizda PIC degerleri 0.22-0.47 arasinda degiskenlik gdstermistir. En
yiiksek PIC degeri 2394 nolu primerde 0.47 olarak belirlenmistir. Kullanilan 11

primer ortalama polimorfizim oran1 % 100 olarak kaydedilmistir.

Popiilasyonlar arasi beklenen heterozigotluk oranlari 0.2330 ile 0.2666
arasinda degiskenlik gosterdigi tespit edilmistir.

Bu calismada kullanilan genotiplere ait ortalama etkili allel sayisi(*Ne) 1.9488,
Nei’nin gen cesitliligi (*H) 0.4861 ve Shannon bilgi igerigi (*I) ise 0.6791 olmustur.

Geleneksel 1slah calismalarinin  bitki popiilasyonlarinda belirlenmis olan
mevcut genetik cesitliligin yeterli standartta bilinmesi, bitki gen kaynaklariin dogru

bir bicimde korunmasi ve verimli bir sekilde uygulanmasi i¢in ¢ok Onem arz



etmektedir. Bugday islah programlar1 genetik zenginligi fazla ve verimli ¢esitlerin
geligtirilmesi  kapsaminda yabani akrabalarinin genetik karakterizasyonlarinin
tanimlanmasi Oncelikli olarak yapilmalidir. Bunun igin, popiilasyonlarin kendi
iclerinde ve aralarindaki genetik cesitliligin tanimlanmasinda, molekiiler marker

teknikleri amacina uygun olarak ¢aligiimalidir.

Bu arastirmanin sonuglari, iPBS analizinin, yabani bugday genotipleri
arasindaki genetik c¢esitliligin tahmini i¢in basarili bir sekilde kullanilabilecegini ve
cesitli bolgelerdeki yabani bugday genotiplerinin, diger bitki ¢esitlerinin daha biiyiik
bir koleksiyonundaki ¢esitliligin incelenecegi ileride yapilacak ¢alismalara potansiyel

olarak dahil edilebilecegini gostermektedir.
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EK-1. 70 yabani bugday tiiriine ait genetik benzerlik tablosu.

EKLER

YB1 | YB2 | YB3 | YB4 | YB5 [ YB6 | YB7 | YB8 | YB9 | YB10| YB11| YB12 | YB13 | YB14 | YB15 | YB16 | YB17 | YB18 | YB19 | YB20 | YB21 | YB22 | YB23 | YB24 | YB25 [ YB26 | YB27 | YB28 | YB29 | YB30 | YB31 | YB32 | YB33 | YB34 | YB35 | YB36 | YB37 | YB38 | YB39 | YB40 | YB41 | YB42 | YB43 | YB44 | YB45 | YB46 | YB47 | YB48 | YB49 | YB50 | YB51 | YB52 | YB53 | YB54 | YB55 | YB56 | YB57 | YB58 | YB59 | YB60 | YB61 | YB62 | YB63 | YB64 | YB65 | YB66 | YB67 | YB68 | YB69 | YB70
YBl | 1
ve2 [062] 1
ves [0,46[052] 1
ve4[0,63[059]065] 1
ves [ 0,67]0,73[0559] 0,97 1
ves [0,56] 0,5 [0,78] 07 [0,67] 1
ve7 [0,57] 059] 0,61]0,88[ 093] 0,75] 1
ves [0,53]0,47[0,79] 0,7 [0,67] 0,83 069] 1
ves [ 0,57 0,67[0,62]0,83] 0,87 0,65[081]0,63] 1
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