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YEREL, AZERBAYCAN ORIJINLI VE BAZI YABANI BUGDAY CESITLERI
ARASINDAKI GENETIK ILISKININ MOLEKULER DUZEYDE
BELIRLENMESI

Merve NAZLI

Erciyes Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii
Yiiksek Lisans Tezi, Ocak 2017
Danmisman: Doc¢. Dr. Mikail AKBULUT

OZET

Yakin dogu ve Akdeniz temel tahillardan bugday, arpa, cavdar ve yulafin ¢esitlendigi ve
diinyaya yayildigi gen merkezleri olup, bu firiinler bu bolgede ¢esitlenip diinyaya
yayilmustir. Tiirkiye bu iki merkezin kesisme bolgesinde yer almaktadir. Ilk kiiltiire
alinan bugday formlar1 diploid (genom AA) (einkorn) ve tetraploid (genom AABB)
(emmer) olup onlar arasindaki genetik iliski ilk kiltiir bugdaylarmin Tirkiye’nin
giineydogusundan kokenlendigini gdstermektedir. Bugday, insan ve hayvan
beslenmesinde kullanilan ve 1liman bolgelerde yetistirilen temel tahillardan birisidir. Bu
caligmada 10 adet basit tekrarli diziler arasi polimorfizm (ISSR) primeri, diploid,
tetraploid, hekzaploid yerel bugday genotiplerini ve bazi hekzaploid Azerbaycan
bugday genotiplerini igeren 160 bugday Orneginde genetik ¢esitliligi belirlemek
amaciyla kullanilmistir. UPGMA metodu kullanilarak yapilan kiimeleme analizinde
bugday genotiplerinin temel olarak tiirler bazinda kiimelendigi, Azerbeycan hekzaploid
bugday Orneklerinin de birlikte gruplastigi belirlenmistir. Temel bilesenler analizi
(PCA) ile UPGMA analizindeki sonuglar oOrtiismiistiir. Molekiiler Varyans Analizi
(AMOVA) ile gruplar arasinda % 25.37, grup igindeki popiilasyonlar arasinda % 13.96,
poptilasyonlar i¢inde % 60.67 varyasyon tespit edilmistir. Popiilasyonlar i¢i farklilik
istatistiki olarak 6nemli (p<0.001) bulunmustur. Caligilan genotiplerde genetik ¢esitlilik
orani oldukea yiiksek bulunmustur (91.68). Elde edilen polimorfizm oran1 géz Oniine
alindiginda bugday hatlarindaki genetik ¢esitliligin arastirilmasinda ISSR markirlar
oldukca kullanish bulunmustur.

Anahtar Kelimeler: Tritucum aestivum, bugday, genetik ¢esitlilik, ISSR, UPGMA,
PCA, AMOVA.
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DETERMINATION OF GENETIC RELATIONSHIP IN
MOLECULAR LEVEL IN LOCAL, AZERBAIJAN ORIGINATED

AND SOME WILD WHEAT GENOTYPES
Merve NAZLI
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Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Mikail AKBULUT

ABSTRACT

Near East and Mediterranean are known as the gene centers for main cereals such as
wheat, barley, rye and oat, where they diversified and spread throughout the world.
Turkey is located right at the intersection of two of these centers. Earliest cultivated
forms of wheat were diploid (genome AA) (einkorn) and tetraploid (genome AABB)
(emmer) wheats and their genetic relationships indicate that they originated from the
south-eastern part of Turkey. Wheat is one of the major cereal crop in temperate
countries being used for human food and livestock feed. In this study, 10 Inter Simple
Sequence Repeat (ISSR) primers were used to determine the diversity in 160 wheat
samples containing wild diploid, tetraploid, hexaploid local and some hexaploid wheat
genotypes from Azerbaijan. As a result of the clustering analysis using UPGMA
method, it was determined that wheat genotypes are mainly grouped on species basis
and Azerbaijan hekzaploid wheat samples were also grouped separately. Similar results
were obtained with the principal component analysis (PC). With the Molecular Variance
Analysis (AMOVA), 25.37%, 13.96% and 60.67% variation rates were detected
between groups, among the populations within the group and within populations,
respectively. The intra-population diversity was statistically significant (p <0.001).
Considering all the wheat sample studied, the level of genetic diversity was found to be
considerably high (91.6 %). Given the rate of polymorphism obtained, the ISSR
markers were found to be useful in investigating the genetic diversity of wheat

genotypes.

Keywords: Tritucum aestivum, wheat, Genetic diversity, ISSR, UPGMA, PCA,
AMOVA
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GIRIS

Bugday, insan ve hayvan beslenmesinde ¢ok Onemli bir yere sahip olan en onemli
tahillardan biri olarak diinyada ve {ilkemizde tarimi yapilan bitkiler arasinda ilk
siralarda yer almakta ve bununla birlikte yenilenebilir temel bir besin ve endiistriyel
ham madde kaynagini olusturmaktadir [1,2,3,4]. Diinya niifusunun % 40’ 1nin besin
iriini olan bugday tiikettigimiz kalorinin % 20’ sini olustururken diger tahillardan ¢ok
daha fazla alanda yetistirilebilir [5]. Besin agisindan 6nemli bir yere sahip olan ve
stratejik bir liriin olan bugdayin gelecek yillarda da 6nemini siirdiirecegi goriilmektedir
[6,7]. Bugday ¢ok farkli sekillerde tiiketilmektedir [8]. Bugday; ekmek, bulgur,
makarna, irmik, biskiivi, nisasta ve diger bugdaya dayali unlu mamiiller olarak

tilketilmektedir. Bugday tiiketimimiz 18-18,5 milyon ton seviyelerindedir [9].

Bugday Poaceae familyasindan Triticum cinsine ait tek yillik bir bitkidir. Poaceae
familyasinin ¢ogu yenilebilir olup, insan besin kalorisinin yaklagik yarisin1 ve
thtiyacimiz olan besleyici maddelerin biiyiikk bir kisminit bizlere saglar. Bugday
kromozom sayisina gore diploid (2n=14), tetraploid (2n= 28) ve hekzaploid (2n= 42)
olmak iizere ii¢ gruba ayrilir. Tetraploid olan makarnalik bugday (Triticum durum L.) ve
hekzaploid olan ekmeklik bugday (Triticum aestivum L.) 6zel kiiltiirel ve ekonomik bir
oneme sahiptir [10,11,12]. Bugday tarimi yapilan ilk tahillardandir, yaklasik 10000
yildan daha fazla zamandir tarimi1 yapilmaktadir [13,14].

Insan beslenmesinde bu denli 6nemli olan, uzun yillardir tarim1 yapilan ve farkli ploidi
seviyeleriyle dikkat c¢eken bugday birgok arastirmaya konu olmustur. Bugday
orneklerinin genetik iligkisinin belirlenmesi, 1slah programlarinda c¢aprazlamalarin
yonlendirilmesi elde bulunan germplazmin Ol¢iiliip degerlendirilmesi uygun aralikta
genetik cesitliligin slirdiiriilmesi i¢in yararlidir. Son yillarda molekiiler ¢alismalar daha

da 6nem kazanmis ve bitki arastirmacilart molekiiler belirtecleri siklikla ve etkin olarak



kullanmaya baglamislardir. Cesitlilik arastirmalar1 ve gesitler arasindaki genetik iliskiyi

belirlemek amaciyla daha gilivenilir sonuglar veren molekiiler markirlar gelistirilmistir.

Molekiiler belirtegler 1slah siiresini kisaltarak maliyeti diisiirmekte, gen klonlanmas1 ve
etiketlenmesi, genetik harita hazirlanmasi1 ve genetik parmak izi analizlerinde
kullanilmaktadir. Molekiiler belirteclerden DNA markirlar1 ise genomun her yerini
temsil edebilmesi ve ¢ok sayida iiretilebilmesi gibi avantajlardan dolay: tercih edilmekte

ve siklikla kullanilmaktadir.

Bu tez calismasinda, basit tekrarli diziler aras1 polimorfizm (ISSR) markiri, Tiirkiye’den
baz1 yerel bugday cesitleri (Triticum aestivum), Azerbaycan orijinli bazi bugday
ornekleri ve bazi yabani bugday tiirleri arasindaki genetik iliskinin belirlenmesi

amactyla uygulanmistir.



1. BOLUM
GENEL BIiLGILER

1.1. Bugday
1.1.1. Bugday Hakkinda Genel Bilgi

Bugday tahil iiretiminde, misirdan sonra gelmekte ve insan beslenmesinde 6nemli bir
yer tutmaktadir. Tikettigimiz kalorinin % 20’lik kismimi olusturan bugday diinya
niifusunun % 40’ 1min temel besin maddesini olusturmaktadir. Ayn1 zamanda diger pek
cok bitkiden daha fazla alanda ve genis bir ¢iftci kitlesi tarafindan yetistirilmektedir
[5,6,9].

Kromozom sayisina gore bugdaylar diploid (2n=14), tetraploid (2n=28) ve hekzaploid
(2n=42) olmak {iizere ii¢ gruba ayrilir. Hekzaploid bugdaylardan Triticum aestivum
ekmek yapiminda ve tetraploid bugdaylardan da Triticum durum makarna yapiminda
kullanilmaktadir. Bugday besin olarak onemli bir yer tutmakla birlikte biiyiik bir
endiistriyel ham madde kaynagini1 da olusturmaktadir. Insan beslenmesi igin gerekli olan
kalori ve proteinin kayda deger bir kismini karsilayan bugday, diinya niifusunun %
35’ini olusturan yaklasik 40 iilkenin temel gida maddesidir. Degisen tiiketim
aliskanliklar1 ve ilerleyen teknoloji ile birlikte, bugday firlinleri gesitlenmis ve tiiketici
istekleri de degismistir. Bugday ekmek, bulgur, makarna, biskiivi, irmik ve diger

bugdaya dayali mamiiller olarak tiiketilmektedir [4,9,11,15]
1.1.2. Bugdayin Orijini ve Tarihcesi

Bugdaymn kiiltiire alinmas1 yaklasik 10000 yil onceye dayanmaktadir. Neolitik cagda
avci-toplayict ve gocebe bir hayattan bugdayin kiiltiire alinmasiyla yerlesik tarim
hayatina ge¢is insan medeniyetini degistirmis ve gelistirmistir [14,15,16]. 10000 yil
Once insan eliyle olan bu Kkiiltire alma bugdaymn tiirlesme siirecinde, dogal
seleksiyonunda ve adaptasyonundaki degisimin en Onemli gostergelerinden biridir

(Sekil 1.1.). Arkeolojik ve botanik kanitlardan einkorn (Triticum monococcum) ve



emmer bugdaymin (Triticum dicoccum) kiiltiire alinmasinin yakin doguda Verimli Hilal
bolgesinde (Sekil 1.2.) oldugu anlasilmaktadir. Kiiltiire almanin en eski isaretleri
yaklasik 10000-12000 yi1l once bagimsiz bir sekilde farkli bitkilerde yakin dogunun
verimli hilal bolgesinde, Orta Amerika’da ve Giiney Cin’de goriilmiistiir. Son genetik
kanitlar tarim tahilinin besigi olarak Kuzey Suriye’yi ve Dicle-Firat nehirlerinin ulastigi
bugiinkii Tirkiye’nin giineydogusunu kapsayan verimli hilal bdlgesini kiiglik bir
cekirdek alan olarak gostermistir. Modern uygarligin kokenlenmesinde itici bir gii¢
olarak tarimin ve bugdayn kiiltiire alinmasinin nerede ve ne zaman oldugunun agikliga

kavusmasi i¢in daha fazla kanita ihtiya¢ vardir[17,18].

ekil 1.1. ugdayn kiiltiire alinmas1 sonucu tane boyutu, sekli ve fenotipik degisimi

Sekil 1.1.  Bugdayin kiiltiire al boyu kli ve fenotipik degisimi
(Ustteki &rnekler modern, alttaki &rnekler ise atasal bugdaylari temsil
etmektedir) [15]



Yapilan c¢aligmalarda emmer bugdaylarinin kiiltire alinmasit ya Tiirkiye'nin
giineydogusundaki Diyarbakir'm Karacadag bolgesinde ya da iran’in Siileymaniye
bolgesinde oldugu diisiiniilmiis olsa da sonradan aslinda Siileymaniye’nin muhtemel bir
aday olmadig1 ve tam olarak Karacadag bolgesi oldugu gosterilmistir. Luo ve digerleri
(2006) Giiney Levant’daki (Liibnan, giineybati Suriye ve Israil) yabani emmer
bugdaylarindan kiiltiire alinan bugdaylarin (T. turgidum ssp. dicoccon) gen havuzuna
gen akisiyla gen havuzunun zenginlestirildigini belirtmistir. Ayrica Tiirkiye’den yayilan
kiiltiire alinmig emmer bugdaylarinin gen havuzuna bu gen havuzunun katilmasiyla ya
da Giiney Levant’daki yabani emmer bugdaylari ile kiiltiire alinanlar arasindaki
kontrolsiiz melezme ile gen havuzu zenginlestirilmistir. Kiiltire alinmig emmer
bugdaylarinin giiney ve kuzey olarak iki temel popiilasyona ayrilmasindaki olasi temel
faktor Giiney Levant’daki yabani emmer bugdaylarindan kiiltiir emmer bugdaylara

gen akigidir. [19].

Sekil 1.2.  Verimli hilal ve temel arkeolojik bolgeler (KD: Tiirkiye'deki Karacadag
Daglar) [4]



Kiiltiire alma ve modern bitki 1slah1 ekmeklik bugdayin genetik temelini muhtemelen
daraltmistir. Ekmeklik bugday i¢in iki hibridizasyon olmustur. A genomu vericisi
yabani tiir olan Triticum urartu, B genomunun vericisi Aegilops speltoides’ in birleserek
olusturdugu tetraploid Triticum turgidum subsp. dicoccoides birinci hibridizasyondur.
Ikinci hibridizasyon tetraploid bugday ile D genomu vericisi yabani diploid tiir olan
T.tauschii arasindadir. Son hibridizasyon ekmeklik hekzaploid bugdayr Triticum
aestivumu olusturmustur [20,21,22,23,24,25,26] (Sekil 1.3.). Diploid bugdaylar yedi
kromozom g¢ifti igeren sembolii AA olan bir genom (2n=14), tetraploid bugdaylar yedi
kromozom ¢ifti iceren AA ve BB ile gosterilen iki genom (2n=4X=28) ve hekzaploid
bugdaylar yedi kromozom ¢ifti iceren AA, BB ve DD ile gosterilen ii¢ genom
(2n=6X=42) tagirlar. Bugdaym genom biiyiikligii 16,974 Mb/1C olmakla birlikte % 80
'inden daha fazlasi tekrar eden DNA'lardan olusmustur [5].

T. urartu (AA) Ae. speltoides (BB)

|

' T. spetta (AABBDD)
T. aestivum
(AABBDD)

Sekil 1.3.  Tane ve basak ornekleriyle gosterilen diploid tetraploid ve hekzaploid
bugdaylar arasindaki evrimsel ve genom iligkisi [16].



1.1.3. Bugdayin Taksonomisi

Ust Alem: Eukaryota

Alem: Plantae (Bitkiler)

Ust Sube: Angiosperms (Kapali Tohumlular)
Sube: Monokots (Monokaotiller)
Smif: Commelinids

Takim: Poales

Familya: Poaceae

Alt Familya: Pooideae

Cins: Triticum L.

Ttir: Triticum durum Desf.
Triticum turgidum L.

Triticum aestivum L.

Triticum spelta L.

Triticum baeoticum Boiss.

Triticum monococcum L. [14, 23]

1.1.4. Bugdayin Diinya ve Tiirkiye'deki Onemi ve Uretimi

Diinya niifusunun % 40’ 1min besin {iriinii olan bugday tiikettigimiz kalorinin % 20’ sini
olusturur ve diger tahillardan ¢ok daha fazla alanda yetistirilebilir [5]. Diinyanin ve
Tiirkiye’nin neredeyse her boliimiinde iiretimi yapilabilen bugdaym, ilgilendirdigi
tiretici ve tiiketici kitlesinin genisliginden dolayi olduk¢a 6nemli bir konumu vardir [14]
Diinya ve Tiirkiye’deki tahil fiiretim miktarlar1 Tablo 1.1. ve Tablo 1.2.” de

gosterilmistir.

Bitkisel gen kaynaklar1 yoniinden {ilkemizin diinya {lizerinde ayri1 bir yeri vardir.

Tiirkiye'nin jeomorfolojik yapisi ve ¢ok degisik ekolojik kosullara sahip olusu iilkemize



bitkisel gen kaynaklari yoniinden biiyiik bir zenginlik saglamistir. Ciinki Tiirkiye;
Avrupa-Akdeniz-iran fitojeografik bolgelerin birlestigi yerdedir, Giineybat1 Asya ile
Avrupa arasindaki yol iizerinde bulunmakta, ¢ok sayida cins ve tiir i¢in gen merkezi
veya genetik farklilasma alanidir, endemik tiirler yoniinden oldukga zengindir, bir¢ok

kiiltiir bitkisinin (bugday, ¢avdar, korunga, yonca nohut gibi) anavatanidir [27].

Tablo 1.1.Diinya tahil {iretim miktarlar1 (bin ton) (USDA PSD TABLOLARI, 2013)

URON 2008/2009 2009/2010 2010/2011 2011/2012  2012/2013  2013/2014
Bugday 683.659 686.743 652.285 697.155 655.270 705.378
Arpa 155.073 150.852 122.607 134.290 129.320 140.096
Misir 800.640 824.168 831.679 883.281 858.778 957.146
Yulaf 25.666 23.419 19.750 22.480 21.010 22.493
Cavdar 17.298 17.523 11.410 12.185 14.164 15.637
Diger" 562.411 540.253 562.808 568.129 574.153 588.180

Diinya toplam 2244747 2242958  2.200.539  2.317.520 2.252.695 2.428.930

! Diger; Dar1, Karma Hububat, Degirmenlenmis Piring, Sorgum [28].

Diinyada 2013-2014 yillar1 arasinda 219,3 milyon hektar alana bugday ekimi yapilmis
ve Tiirkiye’de ise % 4’liikk bir payla 7,7 milyon hektar alana bugday ekimi yapilmistir.
Diinyada 709 milyon ton bugday iiretimi olurken Tiirkiye % 3’liik payla 22,1 milyon
ton bugday iiretimi yapmistir [9].

Ulkemizde 11,3 milyon ha’ lik alanda tahil iiretimi gergeklestirilmektedir. Bu alanin %
67’sinde bugday tretimi gerceklestirilirken, % 24’linde arpa, % 6’sinda misir {iretimi
yapilmaktadir. Bu iiriinleri sirasiyla ¢avdar (% 1,3), celtik (% 1,1), yulaf (% 0,8) ve
tritikale (% 0,3) tretimi takip etmektedir (Sekil 1.4.) [28].



Celtik Yulaf
D 1o 0,8% Cawvdar
: —| : 1,3%
Masir Tritikale
5.-5% ﬂ_,lﬂfl"'u Diéer‘
01%

*Diger; Kaplica, Kugyemi, Dar1, Sorgum, Mahlut.
Sekil 1.4. Tirkiye tahil alanlar1 (%), 2013 [28]

Tablo 1.2. Tahillarm 2015 Tiirkiye Uretim Miktarlar1 (TUIK, Bitkisel Uretim Veri
Tabani, 2015) [29]

Uriin Ada Tiirkiye Uretim Miktar1 (ton)
Bugday 22.600.000

Arpa 8.000.000

Misir 6.400.000

Celtik 920.000

Cavdar 330.000

Yulaf 250.000

1.2. Molekiiler Sistematik

Uzun wyillar boyunca arastirmacilar diinyadaki biyolojik cesitliligi anlamak ve
degerlendirmek i¢in biiyiik bir ¢aba gdstermislerdir. Linneaus ile birlikte hiyerarsik
tabanli sistematik kullanilirken sonralar1 arastirmacilar filogenetik akrabaliklarin
Onemini 6n plana ¢ikarmis ve DNA'nin kesfiyle birlikte molekiiler sistematik yontemi

kullanilmaya baslanmistir [14].
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1.2.1. Molekiiler Sistematikte Kullanilan Markirlar
1.2.1.1. Morfolojik Markirlar

Bitki poptilasyonu i¢inde, bir bitki ya da bir grubu digerlerinden ayiran segici 6zellik, o
genotipi ayiran bir markir olarak degerlendirilir. Meyve kabugu, yapragin sekli, ¢icegin
rengi, vs. bu grup markirlart olusturur. Bu tip markirlar, genetik olarak uzak akraba
olarak kabul edilen bitki topluluklar1 arasinda etkili olarak kullanilabilmesine karsin,
yakin akraba olan bitki topluluklar1 i¢in etkili bir markir degildir. Bununla birlikte,
farkli ekolojilerde markirlarin iiretilebilirligi en 6nemli kosuldur. Ancak, bu her zaman
miimkiin olmamaktadir. Ornegin hiyarda, (Cucumus sativus L.) bazi karakterlerin
olusumu c¢evreye bagli olarak degismektedir. Bitkilerin gelisme safhasi da bu tip
markirlarin  tekrarlanabilirligini  etkileyebilmektedir. Bu dezavantajlar nedeniyle
fenotipe dayali olarak olusturulan taksonomiler yanlis siniflandirmaya neden olabilir.
Yine de onemli tarimsal karakterlere bagli morfolojik markirlar 1slah calismalarinda

kullanim alani bulmustur [30].
1.2.1.2. Biyokimyasal Markirlar

Tohum kabugu proteinleri, yapraklarda bulunan kimyasallar, sekonder metabolitler,
izoenzimler, vs. bu gruba girerler. Ancak en yaygin kullanilan komponentler
izoenzimler ve tohum proteinleridir. Bu markirlarin maliyeti, molekiiler markirlara
oranla daha diisiiktiir ve daha az is giiciiyle elde edilirler. Fakat bitki tiirlerinde bugiine
kadar yeterince biyokimyasal markir iiretilememistir. Bu markirlardaki varyasyonlar,
kodlayict DNA bolgelerindeki benzer olmayan degisikliklerden ya da translasyon
sonrasi (post-translational) protein modifikasyonlarindan kaynaklanmaktadir. Ancak bu
markirlarin - kullamilabilirligi, calisilan popiilasyonlarn yapisma baghdir. Ornegin
izoenzimler, tiirler arasi veya nispeten uzak bitkiler arasindaki varyasyonlar1 ¢calismada
oldukg¢a yararli olmasina ragmen, yakin akrabalar arasindaki iliskileri tespit icin uygun
degildir. Bu markirlarin bir diger dezavantaji, sayisal olarak c¢alisilacak izoenzimlerin
veya proteinlerin azligidir. Test edilen izoenzimlerin bitkilerde, bolca ve siirekli bicimde
sentezlenmesi de gerekmektedir. izoenzimler, bir tek enzimin alternatif formlaridir ve
elektrik ortaminda farkli hiz ve yonlerde hareket ederler. Kaba enzim ekstraklar jel

ortaminda nisastadan yapilan jeller iizerinde ayrildiktan sonra biyokimyasal olarak
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tespit edilir. Tohum proteinleri, olduk¢a polimorfik ve tekrarlanabilir markirlar
olusturmaktadir. Protein polimorfizmi DNA diizeyindeki baz degisiklikleri,
kromozomlardan bir béliimiiniin kayb1 veya yer degistirmesinden kaynaklanabilir. Bu
tip markirlarin en 6nemli dezavantaji, calisilabilecek lokus sayisinin azligidir. Bir diger

dezavantaji ise, enzimlerdeki translasyon sonrasi goriilen yapisal degisikliklerdir [30].

1.2.1.3. Molekiiler Markirlar

Son yillarda sistematik ¢alismalarda yaygin olarak kullanilan molekiiler markirlar ¢esitli
avantajlara sahiptir; cevre faktorlerinden etkilenmezler, c¢ekirdek ve farkli kalitim
sekline sahip kloroplast ve mitokondri gibi organel genomlar ayr1 ayri ¢alisilabilir.
Genetik degisiklikleri daha fazla yansittiklari i¢in daha az pleiotrofiktir (bir genin birden
fazla karakteri kontrol etmesi). Her bir ebeveynden gelen farkli karakterler tespit
edilebildigi igin bitkilerin genetik orijini tespit edilebilir. Sonsuz sayida molekiiler
markir elde edilebilir. DNA markirlarinda amag, bireyler (¢esit, hat, tiir vb.) arasindaki
DNA seviyesindeki farkliligin ortaya ¢ikarilmasidir [30]. Molekiiler markir, genom
icinde bir DNA pargasinin farkliliklarini temsil eder ve bu farkliliklar eklenmeler,
silinmeler, yer degistirmeler, duplikasyonlar gibi olaylardan meydana gelebilir. DNA
temelli molekiiler markirlar taksonomi, fizyoloji, embriyoloji, genetik miihendisligi vb.
alanlarda kullanilan ¢ok yonlii araglardir [31]. Molekiiler markirlar tahil 1slahinda,
filogenetik ¢aligmalarda, karsilastirmali genomikte, gen haritalanmasinda ve kantitatif
ozellik lokusu (QTLs) calismalarinda yaygin bir sekilde kullanilmaktadir [32]. Bununla
birlikte genetik c¢esitliligin tahmininde kullanilan faydali bir aragtir ve dnceki soyagaci
bilgilerine ihtiyact yoktur [33]. Her molekiiler markir yOntemi avantaj ve
dezavantajlara sahiptir. Markir se¢imi biitiin bu kriterler goz onilinde bulundurularak

amaca uygun olarak yapilir [30].

1.2.1.3.1. RFLP (Restriksiyon Par¢a Uzunluk Polimorfizmi)

RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism) hibridizasyon temelli kullanilan en
yaygin molekiiler markir teknigidir [32]. Molekiiler markirlar arasinda ilk gelistirilen
RFLP’dir [34]. DNA polimorfizminin tespitinde, restriksiyon (endoniikleaz)
enzimleriyle kesilen DNA pargalar1 jel -elektoroforezinde yiiriitiildiikten sonra

nitroseliilloz membran iizerine transfer edilir, kimyasal etiketli problarla hibridize edilir
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ve farkli DNA parcalar1 ortaya ¢ikarilmig olur. Bu farkli DNA profilleri eklenme,
silinme, niikleotid degisimi veya tek niikleotid polimorfizmi (SNP) gibi nedenlerden
olusabilmektedir. RFLP markirlar1 yiiksek polimorfizme sahip, kodominant ve
tekrarlanabilirligi yiiksektir. DNA blotlar1 farkli problarla tekrar analiz edilebilme
imkanima sahiptir ve problar genelde tlire 6zeldir. RFLP analizlerinde simirlayict
faktorler, fazla miktarda ve kaliteli DNA ihtiyaci, problarin pahali ve toksik olmasi,
fazla zaman ihtiyac1t ve yogun is giicii gerektirmesidir. RFLP, popiilasyon ve tiir i¢i
genetik cesitlilik ve filogenetik calismalarinda, gen haritalamalarda, yakin akraba

taksonlarinin iligkilerinin incelenmesi ve gen akisi tespitlerinde kullanilmaktadir [31].
1.2.1.3.2. RAPD (Rastgele Cogaltilmis Polimorfik DNA)

RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA), PZR teknigi kullanarak sentetik
primerlerin yardimiyla (genelde 10 baz uzunlugunda) yapilan tesadiifi DNA parcasi
cogaltimma dayanan bir metottur. Kullanilan primerler hem 6n hem de ters primer
gorevi gorlir ve ¢ogaltilan pargaciklarin biiyiikligii genelde 0.5-5 Kilobaz arasinda
degismektedir. Polimorfizm, primerlerin baglanma bdlgelerinin ¢esitliligi ve buna bagh
olarak olusan farkli uzunluktaki DNA parcaciklarindan kaynaklanmaktadir. RAPD
markir sisteminin avantajlari arasinda diisiik miktarda DNA ihtiyaci, zaman tiiketiminin
az olmasi, primer tasariminin kolay olmasi, RAPD markirlarinin genomik dagiliminin
bol ve biitiin genoma dagilmis olmasi sayilabilir. Buna karsin RAPD markir sisteminin
dezavantaji ise tekrarlanabilirliginin az olmasi ve bilgilendirme giiciiniin diisiik

olmasidir [31].
1.2.1.3.3. AFLP (Cogaltilmis Parca Uzunluk Polimorfizm)

AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism), RFLP tekniginin etkinligi ile PZR
temelli teknikleri birlestiren bir yontemdir ve restriksiyon enzimleriyle pargalanan ve
80-500 baz cifti biiyiikligiinde elde edilen DNA pargaciklari adaptorlerle ligasyona
maruz birakilip en son basamakta PZR ile secici ¢ogaltim uygulanir. Ilk olarak
restriksiyon enzimleriyle kesilen DNA’larin uglarina adaptor denilen sentetik DNA
dizileri baglanir. Ligasyon {iriinleri secici niikleotid eklenmis primerler kullanilarak
cogaltilir ve secici niikleotid sayis1 bir-ii¢ arasinda degismektedir. Ilk segici ¢ogaltim,

adaptore komplamenter bir se¢ici niikleotit ekli primerler, son secici cogaltimda ise {i¢
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secici niikleotit ekli primerler kullanilarak ¢ogaltim gergeklestirilir ve olusan AFLP
parcaciklar1 poliakrilamid jelde gozlenir. Yontemde tek reaksiyonla 50—100 pargacik
olusur ve dolayistyla polimorfizm oran1 oldukca yliksektir. Yiiksek orandaki
tekrarlanabilir 6zelligi ve polimorfik bant sayisi, DNA kaynagindan bagimsiz olarak
genomun tamamindaki polimorfizmlerin belirlenmesinde hizli bir yontem olmasi, 6n
dizi bilgisi gerektirmemesi, tir i¢i ve tlrler arasi1 akrabaliklarin belirlenmesinde
kiltiivarlar aras1 varyasyon veya akrabalik derecelerinin degerlendirilmesinde etkindir
[31]. Bununla birlikte AFLP markirlarinin tekrarlanabilir sonuglar iiretebilmesi

DNA'nin safligina ve kalitesine baghdir [35].

1.2.1.3.4. Minisatellit

VNTR (Variable Number Tandem Repeats - Degisken Sayili Ardisik Tekrarlar)
markirlar;, farkli uzunlukta tekrar dizilerini igceren mikrosatellit ve minisatellit
markirlar1 igermektedir. Minisatellitler genomda 4-20 kb. biiyiikliigii arasinda degisen
ve ¢oklu lokus problariyla hibridize olan markirlardir. Tekrar tinitelerinin sayilarindaki
varyasyon nedenleri arasinda esit olmayan krossing-over veya gen doniisleri (gene
conversion) goriinmektedir. Minisatellit bolgelerindeki yiiksek mutasyon oranlari
polimorfizm oranlarin1 artirmakta ve popiilasyonlardaki bireylerin ¢oklu lokus
profillerini farklilagtirmaktadir. Minisatellitlerin temel avantajlar1 yliksek polimorfizm
ve tekrarlanabilirliktir. Benzer biiyiikliikte elde edilen DNA parcaciklart homolog
olmama ihtimali ve band profillerinin lokuslar veya alleller a¢isindan yorumlanamamasi

dezavantajlar1 arasinda sayilabilir [31].

1.2.1.3.5. Mikrosatellit

Basit dizi tekrarlar1 (SSR-Simple Sequence Repeats) olarak da bilinen mikrosatellitler,
DNA dizilerinde tekrar edilen en kiiclik birimleridir. Mikrosatellitleri ¢evreleyen
bolgelerin dizileri (flanking region) biliniyorsa o bdlgelere uygun primerler tasarlanarak
(genelde 20-25 bg. uzunlugunda) PZR ile ¢ogaltimi yapilabilmektedir. Primer olarak
kullanilan mikrosatellit tekrarlar1 di-niikleotid, tri-niikleotid, tetra-niikleotid veya penta-
niikleotid olabilmektedir [36]. Mikrosatellit markirlar, az DNA gerektirmesi,
kodominant ve kararli markir sistem olmasi, genomda bol ve dagmik bulunmasi,

tekrarlanabilir ve otomasyona uygun olmasi, yiiksek polimorfizm barindirmasi,
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bilgilendirici bir markir sistemi olusundan dolay1 popiilasyon genetigi ve gen haritalama
caligmalarinda etkin olarak kullanilabilmektedir. Bu markir sisteminin dezavantaji ise
mikrosatellit bolgelerinin mutasyon oranlarinin yiiksek olmasi primer baglanma
bolgelerinde degismeye neden olmakta ve bdylece anlamsiz allellerin olusmasina imkan

saglamaktadir [31].

1.2.1.3.6. ISSR (Basit Tekrarh Diziler Aras1 Polimorfizm)

DNA tabanli markirlardan biri olan ISSR (Inter Simple Sequence Repeat) tekniginde,
ikili, U¢li, dortlii ve besli tekrarlanan niikleotitlere sahip primerler kullanilmakta, bu
primerlerle iki mikrosatellit aras1 bolge cogaltilabilmekte ve elde edilen PZR iiriinleri
agaroz jelde yiiriitillerek etidyum bromiir ile boyandiktan sonra belirlenebilmektedir.
Cogaltilmis tirtinler genelde 200-2000 bg. arasi uzunluktadir. ISSR, dominant markirdir
ve dizi bilgisi gerekmeden primer dizayni yapilabilmesi avantajlarindan biridir. Yiiksek
polimorfizm ve {iretkenlik gostermesi ISSR analizlerini genetik benzerlik, gen
haritalama, gen etiketleme, filogeni ve taksonomi ¢alismalarinda uygulanabilir
kilmaktadir [31,37,38,39].

1.2.1.3.7. SNP (Tek Niikleotid Polimorfizmi)

Popiilasyonlardaki bireylerin genom dizilerinde meydana gelen tek niikleotid
degisimleri olarak bilinen SNP (Single Nucleotide Polymorphism), bitkilerinde dahil
oldugu pek ¢ok canli tiiriinde ortaya ¢ikan bir varyasyondur. SNP olugsmasinda eklenme
ve silinme (InDel) niikleotid dizisi de8isimine neden olan temel nedenlerdendir; gen
haritalamada, markirlar yardimiyla 1slah ve harita temelli klonlama ¢alismalarinda etkili
bir ara¢ olarak kullanilmaktadir. Ayrica filogenetik analizlerde ve genotip-fenotip

iliskisi ¢aligmalarinda da kullanilmaktadir [31,39].

1.2.1.3.8 Organel Mikrosatellitleri

Bitki organel genomlar1 (kloroplast DNA-mitokondriyal DNA) popiilasyon genetigi
calismalar1 ve filogenetik akrabalik iligkilerinin ortaya ¢ikarilmasinda yaygin olarak
kullanilmaktadir. Organel genom kalitim1 pek cok bitkide anneye bagli olarak
gerceklesmekte, kloroplast ve mitokondri allelleri c¢ekirdek allellerine gore farkli bir

genetik yap1 sergilemektedir. Cekirdek mikrosatellitleri yaninda, bitki popiilasyon
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genetigi, filogenetik ve evrimsel genetik calismalarinda kullanilmak amaciyla kloroplast
mikrosatellit (cpSSR) ve mitokondri mikrosatellit (mtSSR) temelli markirlar
gelistirilmistir. Kloroplast mikrosatellitler, lireme sistemleri ¢alismalari, polen ve tohum
yoluyla gen akis oranlarinin tespiti ve tiirler arasi hibridizasyon c¢alismalarinda, genetik
cesitlilik calismalarinda, filocografik calismalarda etkili olarak kullanilmaktadirlar.
Bitkilerdeki mtDNA hayvan hiicrelerindeki mtDNA’ya goére daha karmasik ve
bliyiiktiir. Bunun yaninda, dairesel kromozom seklindeki mtDNA molekiiler bir
heterojenlik gostermekte ve yiiksek orandaki reorganizasyon yeteneginden dolay1 bitki
filogenetik ¢alismalarinda ¢ok tercih edilmemektedir. Ozellikle agik tohumlu bitkilerde
popiilasyon farklilagmalarinin arastirilmasinda heterojen 6zelliklerinden dolay1 sikga

kullanilmaktadir [31].
1.2.1.3.9. CAPS (Kesilip Cogaltilmis Polimorfik Diziler)

PZR-RFLP olarak da bilinen CAPS (Cleaved Amplified Polymorphic Sequence), uygun
primerler kullanilarak PZR ile ¢ogaltilmis DNA bdlgelerinin restriksiyon enzimleriyle
(endoniikleaz) pargalanmasina dayanan ve sonucunda DNA pargacik uzunluk
polimorfizminin elde edildigi bir tekniktir. DNA iizerinde meydana gelen SNP gibi tek
niikleotid degisimler1 ve eklenme-silinmeler (InDel) endoniikleazlarin taninma
bolgelerini  degistirerek farkli uzunlukta DNA parcalarinin olugsmasina neden
olmaktadir. CAPS markirlart kodominant, lokus spesifiktir ve homozigot-heterozigot
allel ayrimini1 rahatlikla yapabilmektedir. CAPS metodunun avantajlar1 arasinda ¢ok
diisiik miktarda DNA’ya ihtiya¢ duyulmasi, kodominant allel ayrimimi yapabilmesi,
basit ve ucuz olmasi sayilabilir. Mutasyonlara bagli olarak meydana gelen DNA dizi
degisimleri endoniikleazlarin tanima bolgelerini  etkileyerek simirlayict etk
olusturabilmekte ve bundan dolayr SSR ve AFLP gibi yiiksek polimorfizm elde
edilmesini engellemektedir [31].

1.2.1.3.10. SRAP (Dizi Iliskili Cogaltilmis Polimorfizm)

SRAP (Sequence-Related Amplified Polymorphism), agik okuma bdlgelerini (ORF)
hedef alan PZR temelli bir markir sistemidir ve 6n primerler 17 niikleotitten, ters
primerler 18 niikleotitten meydana gelmistir. Bu primer c¢esitlerinde 5° ucunda 14

niikleotitten meydana gelen ¢ekirdek dizinin (core sequence) spesifik olmayan 10-11
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bazlik kismina doldurma diziler (filler sequence), bu diziyi takiben 6n primerler i¢in
CCGG dizisi, ters primerler igcin AATT dizisi gelmektedir. Cekirdek diziyi takiben
cesitlenmeyi saglayan 3’ ucunda li¢ segici niikleotidden meydana gelen dizilerin
bulundugu primerler tasarlanmistir. On ve ters primerlerin doldurma dizilerinde en
azindan 10-11 niikleotid ¢esidi birbirinden farklidir. CCGG agisindan zengin olan 6n
primerler genelde ekzonlari, AATT bakimindan zengin olan ters primerler genelde
intron ve promotorlar1 hedef almaktadir. SRAP teknigi, basit, ucuz, polimorfizm orani
yiiksek, gen etiketleme ve cDNA parmak izi ¢aligmalarina uygun, secilen bantlarin

dizilenmesi agisindan kolayliklar barindirmaktadir [31].
1.2.1.3.11. EST (ifade Edilmis Dizi Etiketleri)

Kodlama yapan genom bolgeleri mesajc1t RNA’ya transkripte olarak protein sentezi i¢in
kaliplik gorevi gormektedir ve giiniimiizde ters transkriptaz enzimi kullanarak RNA’dan
komplementer DNA (cDNA) elde edilmektedir. cDNA RNA’dan iiretilen kararli bir
yapt olup, yapisindaki intronlar kirpilarak (splicing) ekzonlardan olusmus, anlatimi
yapilan bir genin dizilenmesi ile 5° EST veya 3> EST (Expressed Sequence Tag) olarak
ifade edilirler. EST dizileri, gen transkriptlerinin belirlenmesi, gen kesifleri, gen
anlatim1 ve diizenlenmesiyle ilgili bilgi edinilmesinde, dizi belirlenmesinde ve EST
temelli RFLP, SSR, SNP, CAPS gibi 6nemli molekiiler markir sistemlerinin

gelistirilmesinde bir ara¢ olarak kullanilmaktadir [31].
1.2.1.3.12. TRAP (Hedef Bolge Cogaltim Polimorfizmi)

TRAP (Target Region Amplification Polymorphism) teknigi, PZR temelli hedefteki
aday gen bolgeleri i¢in polimorfik markir iiretmek amaciyla biyoinformatik araglarin ve
EST veri bankalarmin kullanilarak gerceklestirilen hizli ve etkili bir yontemdir. Markir
tiretmek i¢in iki ¢esit 18 niikleotid uzunlugunda primerler kullanilir. Primerlerden biri,
veri bankasindaki EST dizilerine gore tasarlanmis sabit primerdir, diger primer ise AT
veya GC bakimindan zengin cekirdek bolge tasiyan ekzon veya intronlar1 hedef alan
primerdir. TRAP teknigi, spesifik gen dizilerine yonelik genetik markir tiretiminde,
germplazm genotip karakterizasyonlarinda ve markir yardimiyla 1slah ¢aligmalarinda
agronomik agidan Onemli karakterlerle ilgili genetik markirlarin {retilmesinde

kullanilmaktadir [31].



2. BOLUM

MATERYAL VE METOD

2.1. Materyal
2.1.1. Bitki Materyali

Bu ¢alismada T.C. Tarla Bitkileri Merkez Arastirma Enstitiisii’nden temin edilen yerel
bugday cesitleri ve Azerbaycan Ulusal Genetik Enstitlisii’ nden temin edilen bugday

genotipleri kullanilmistir (Tablo 2.1. , Tablo 2.2. ve Tablo 2.3.).

2.1.1.1. Yerel Cesitler

Tablo 2.1. Yerel ekmeklik bugday cesitleri (Triticum aestivum)

Bugday no Gen bankasi1 numarasi Toplandig: yer
1 TR 55316 Adana

2 TR 45080 Adapazari
3 TR 46822 Adiyaman
4 TR 50464 Adiyaman
5 TR 50465 Adiyaman
6 TR 49012 Adiyaman
7 TR 49029 Adiyaman
8 TR 49034 Adiyaman
9 TR 49040 Adiyaman
10 TR 38888 Adiyaman
11 TR 56099 Afyon

12 TR 32743 Agrn

13 TR 45094 Ankara
14 TR 55110 Antalya
15 TR 63329 Ardahan
16 TR 45105 Artvin

17 TR 52753 Aydin




Tablo 2.1. Devam

Bugday no Gen bankasi numarasi Toplandig: yer
18 TR 52645 Balikesir
19 TR 26746 Bilecik

20 TR 52824 Burdur

21 TR 52669 Bursa

22 TR 63281 Canakkale
23 TR 47944 Cankar1

24 TR 37383 Corum

25 TR 52859 Denizli

26 TR 52860 Denizli

27 TR 52865 Denizli

28 TR 50443 Diyarbakiar
29 TR 51937 Edirne

30 TR 33264 Edirne

31 TR 48050 Erzincan
32 TR 32640 Erzurum

33 TR 32650 Erzurum

34 TR 32668 Erzurum

35 TR 32670 Erzurum

36 TR 32846 Erzurum

37 TR 45370 Erzurum

38 TR 32798 Erzurum

39 TR 55150 Eskisehir
40 TR 55156 Eskisehir
41 TR 55164 Eskisehir
42 TR 55180 Eskisehir
43 TR 57999 Eskigehir
44 TR 50423 Gaziantep
45 TR 14857 Giimiishane
46 TR 44487 Gilimiishane
47 TR 14861 Giimiishane
48 TR 46873 Giimiishane
49 TR 45422 Hakkari

50 TR 47980 Hakkari

51 TR 47981 Hakkari

52 TR 47982 Hakkari

53 TR 47983 Hakkari

54 TR 47988 Hakkari

55 TR 32231 Hakkari

56 TR 46846 Hakkari

57 TR 46804 Hatay

58 TR 62808 Isparta

59 TR 26233 Icel




Tablo 2.1. Devam

Bugday no Gen bankasi numarasi Toplandig: yer
60 TR 38913 Istanbul
61 TR 63371 Izmir

62 TR 37492 K.maras
63 TR 32009 K.maras
64 393 K.maras
65 397 K.maras
66 394 K.maras
67 398 K.maras
68 399 K.marag
69 TR 63538 Karaman
70 TR 32761 Kars

71 TR 32881 Kars

72 TR 39667 Kars

73 TR 46784 Kars

74 TR 46850 Kars

75 TR 46851 Kars

76 TR 48025 Kars

77 TR 37234 Kastamonu
78 TR 32125 Kastamonu
79 TR 32034 Kayseri
80 TR 33500 Kirklareli
81 TR 38316 Kirklareli
82 TR 51937 Kocaeli
83 TR 35409 Konya
84 TR 52021 Konya
85 TR 35408 Konya
86 TR 63316 Konya
87 TR 55211 Kiitahya
88 TR 55127 Kiitahya
89 TR 55128 Kiitahya
90 TR 55129 Kiitahya
91 TR 55138 Kiitahya
92 TR 55143 Kiitahya
93 TR 55144 Kiitahya
94 TR 55167 Kiitahya
95 TR 31894 Malatya
96 TR 32014 Malatya
97 TR 52873 Manisa
98 TR 31678 Mardin
99 TR 52784 Mugla
100 TR 47961 Mus

101 TR 63536 Nevsehir




Tablo 2.1. Devam

Bugday no Gen bankasi numarasi Toplandig: yer
102 TR 63731 Nigde
103 TR 45104 Rize
104 TR 44365 Sakarya
105 TR 32218 Siirt
106 TR 48058 Sivas
107 TR 53288 Sivas
108 TR 53304 Sivas
109 TR 53312 Sivas
110 TR 53313 Sivas
111 TR 53327 Sivas
112 TR 53355 Sivas
113 TR 46889 Sivas
114 TR 50452 Sanliurfa
115 TR 32218 Sirnak
116 TR 48373 Tokat
117 TR 54989 Tokat
118 TR 44433 Tokat
119 TR 44388 Tokat
120 TR 54988 Tokat
121 TR 63322 Tunceli
122 TR 3664 Usak
123 TR 48313 Van
124 TR 48314 Van
125 TR 48318 Van
126 TR 46776 Van
127 TR 32695 Van
128 TR 32273 Van
129 TR 39676 Van
130 TR 45306 Yozgat
131 TR 45308 Yozgat
132 TR 53862 Yozgat

133 TR 45303 Yozgat
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2.1.1.2. Cesitli iillkelerden kiiltiir ve yabani bugday ornekleri

Tablo 2.2. Cesitli tilkelerden bugday 6rnekleri

134 TRI-37 Suudi Arabistan Triticum dicoccoides

135 Aze TRI-38 [ran Triticum araraticum

136 Agh AzeTRI-39 Azerbaycan Triticum boeoticum

137 Gara AzeTRI-39a Azerbaycan Triticum boeoticum

138  AG-662 NA-22 Birlesik Arap Triticum dicoccoides aaronsohnii

Emirligi

139 AG-665 NA-42 Azerbaycan Triticum dicoccum dicoccum

140  AG-666 NA-44 Ermenistan Triticum dicoccum rufum

141 AG-667 NA-45 Rusya Triticum dicoccum rufum

142 AG-668 NA-46 Amerika Triticum dicoccum atratum

143  AG-671 NA-51 Portekiz Triticum turgidum megalopolitanum

144 AG-672 NA-53 Ozbekistan Triticum turanicum insigne

145 AG-673 NA-57 Tiirkiye Triticum turanicum insigne

146  AG-674 NA-60 Giircistan Triticum persicum rubiginosum

147  AG-675 NA-61 Giircistan Triticum persicum stramineum

148  AG-680 NA-67 Giircistan Triticum spelta arduini

149  AG-681 NA-68 Giircistan Triticum spelta alefeldii

150 AG-1229 BBRFS09K-1 Azerbaycan Triticum durum var. leucurum

151 AG-1230 BBRFS09K-2 Azerbaycan Triticum durum var. leucurum

152 AG-1232 BBRFS09K-25 Azerbaycan Triticum durum var. apulicum

153 AG-1233 BBRFS09K-26 Azerbaycan Triticum durum var. apulicum

154  AG-1234 BBRFS09K-27 Azerbaycan Triticum durum var. apulicum

155 AG-1235 BBRFS09K-28 Azerbaycan Triticum durum var. apulicum

156  AG-1271 YBRFS09K-5 Azerbaycan Triticum aestivum var. graecum

157 AG-1272 YBRFS09K-7 Azerbaycan Triticum aestivum var. graecum

158 AG-1275 YBRFS09K-46 Azerbaycan Triticum aestivum var.
erythrospermum

159 AG-1276 YBRFS09K-47 Azerbaycan Triticum aestivum var.
erythrospermum

160 AG-1289 YBRFS09K-84 Azerbaycan Triticum aestivum var. ferrugineum

161 ve 162 ornekler sirastyla dis grup olarak cavdar ve arpadan olusmaktadir.
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2.1.2. Primerler

Bu ¢alisma da 10 farkli ISSR primeri kullanilmigtir (Tablo 2.4).

Tablo 2.3. Analizlerde kullanilan ISSR primerleri

Primer Adi Primer sekansi Tm sicakhgi (OC)
UBC-811 (GA)sC 54
UBC-815 (CT)sG 53
UBC-818 (CA)G 54
UBC-823 (TC)sC 52
UBC-835 (AG)gYC 54
UBC-843 (CT)sRA 53
UBC-845 (CT)sRG 55
UBC-852 (CT)sRA 54

ISSR-16 (TCC)sRY S7
ISSR-28 A(GAAA),G 50
2.2. Metotlar

2.2.1. Bitkilerin Yetistirilmesi

Bugdaydan DNA izolasyonunda 2 farkli yontem kullanilmigtir. Birinci yontemde
bugday tohumlar1 Hoagland ¢ozeltisi (Tablo 2.4.) igeren kiiltir kaplarinda
iklimlendirme cemberinde % 60 nem, 25°C sicaklik, 16 saat 15tk 8 saat karanliktan
olusan fotoperyotta, ¢imlendirilmistir. Her bir bugday cesidinden 6 birey kiiltiir
kaplarinda 10 giin biiyiitiildiikten sonra yapraklar1 hasat edilmistir. Ikinci yontemde ise
DNA izolasyonu igin bazi ¢esitlerde ¢imlenme olmadigindan dogrudan tohumlar

kullanilmastir.
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Tablo 2.4. Hoagland soliisyonu (1X).

MgS0,.7H,0 24.69/100 ml 1.0 ml
KH2PO4 13.69/100 ml 0.5 ml
KNOs 10.19/100 ml 2.5 ml
Ca(NO3)2.H,0 23.69/100 ml 2.3ml

Soliisyon A Mikroniitrient soliisyonu 0.5 ml

Soliisyon B Fe-EDTA soliisyonu

H3BO; 2.86 g/l
MnCI24H20 182 g/l
ZnS04.7H,0 0.22 g/l
Na;Mo00,.2H,0 0.09 g/l
CuS0QO4.5H,0 0.09 g/l

FeCl3.6H,0 0.121 g/250ml
EDTA 0.375 g/250ml
*1000 ml ¢ozelti igin

2.2.2. Genomik DNA izolasyonu
2.2.2.1. Yapraktan DNA izolasyonu

On giin siire ile biiyiitiilmiis olan bugday fidelerinin geng¢ yapraklarindan Doyle ve
Doyle’nin (1987) bildirmis oldugu CTAB (Setil tri-metil amonyum bromiir) metoduna
gore DNA izolasyonu yapilmigtir. Ekstraksiyon ¢ozeltisi, %2 (W/v) CTAB, 100mM
Tris-HCI (pH 8.0), 1.4 M NaCl, 20 mM Na EDTA (pH 8.0) icermektedir. Ekstraksiyon
¢ozeltisine tiim hacminin % 2 oraninda 20 mM B-merkaptaetanol izolasyondan hemen
once ilave edilmistir. Bitki dokusundan 300 mg alinarak, sivi azot yardimiyla havanda

ogiitildiikten sonra ependorf tiiplere alinmistir. Ependorf tiiplerdeki dokuya DNA
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ekstraksiyon ¢ozeltisi eklenmis, 62'C de 30-60 dakika boyunca inkiibasyon yapilarak,
ara sira ters-diiz edilmistir. Kloroform: izoamilalkol (24:1) ¢6zeltisinden 700 ul ilave
edilmis yavasca 100 defa ters-diiz yapilarak karigtirilmistir. Ardindan 16000 rpm’ de 10
dk. santrifiij edilerek siipernatant kismi pipetle cekilip temiz 1.5 ml.’lik bir tiipe
aktarilmistir. Uzerine toplam hacmin 2/3 ii kadar (550 ul ) soguk izopropanol ilave
edilmistir (beyaz ¢okelek halinde DNA+diger organik bilesikler gozle goriilebilir). Bir
giin boyunca -20 'C 'de bekletilip 14000 rpm’ de 10 dk. santrifiij yapilmis ve
stipernatant kismi uzaklastirilmistir. Pelletin tizerine 500 ul yikama tamponu (% 76
EtOH, 10 M amonyum asetat) eklenip 10 dk. oda sicakliginda bekletilmistir. 14000
rpm’ de 10 dk. santrifiij edilip siv1 kisim uzaklastirilmistir. Pellet kurutulup iizerine 200
wl TE (10 mM Tris, 0.1 mM EDTA, pH 7.4) ilave edilip ¢okelti tamamen ¢oziinene

kadar oda sicakliginda bekletilmis ve pellet ¢cozdiiriilmiistiir.
2.2.2.2. Tohumdan DNA izolasyonu

Her 6rnekten 4-5 adet tohum havanda ezilerek un haline getirilmistir. Elde edilen un
(yaklasik 50 mg) steril ependorf tliplere alinarak iizerlerine 500 pl ekstraksiyon
tamponu (25 mM Tris-HCI pH: 8.0 ,50 mM EDTA ,% 0.5 SDS ve tampon eklenmeden
hemen Once son konsantrasyonun % 2 si kadar 20mM B- merkaptoetanol ) eklenerek
yavasca ters-diiz edilerek karistirilmistir. Tiipler 60 'C de 15 dk. inkiibe edildikten sonra
vortekslenmistir. Tiiplere oda sicakligina gelince 500 pl fenol:kloroform (1:1) karigimi
eklenmis yavasca karistirllmis ve 7000 g.” de 10 dk. santrifiij edilmis ve silipernatant
alimmustir. Siipernatanta 500 ul kloroform:izoamilalkol (24:1) eklenmis 7000 g.” de 10
dk. santrifiij edilerek 400 pl siipernatant alinmistir. Siipernatanta 100 ul 3 M sodyum
asetat (NaOAc) ve 250 pl soguk isopropanolden eklenmis, karistirilip bir giin - 20 'C de
bekletilmistir. Tiipler 10000 g.” de 10 dk. santrifiij edilip siipernatant uzaklastirilmistir.
Pellete 500 ul % 75 lik etanolden eklenerek 10000 g.” de 2 dk. sanrifiij edilmis ve alkol
dokiilerek uzaklastirilmis ve bu islem tekrarlanarak pellet yikanmustir. Pellet kuruduktan
sonra 200 pl TE (10 mM Tris, 0.1 mM EDTA, pH 7.4) ilave edilip ¢okelti tamamen

¢ozlinene kadar oda sicakliginda bekletilmistir.
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2.2.3. DNA Miktarmmin Belirlenmesi

Orneklerin DNA miktarlarini belirlemek amaciyla nanodrop cihazi ile 260/280 (nm) ve
260/230 (nm) dalga boylarinda absorbanslari lgiilmiistiir. DNA yogunlugu her 6rnek
icin 5-10 ng/ul olacak sekilde ayarlanmis ve stok DNA o6rnekleri kullanilincaya kadar -
20 'C de saklanmustur.

2.2.4. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)
2.2.4.1. ISSR Markirlari i¢cin PZR Reaksiyonu

Uygun reaksiyon kosullarinin saptanmas: amaciyla MgCl, konsantrasyonu ve yapisma
sicakliklart optimize edilmistir. Reaksiyonlar DNA’lar1 ¢ogaltmak i¢in 1s1 dongiisii
saglayan cihazda (thermal cycler) gerceklestirilmistir. Reaksiyon karisimi1 20 pl olacak

sekilde belirlenmis ve karisim igindeki oranlar1 Tablo 2.5.” da gosterilmistir.

Tablo 2.5. PZR karisimi

PZR Bilesenleri Kullamlan Miktar (ul) Son Konsantrasyon
Primer (100 nmol) 0.5 30 pmol

Buffer (10X) 2 1X

MgCl;, (25mM) 1.2-1.6 1.5-2 mM

dNTP (2mM) 2 0,2 mM

Taq polimeraz (5 u/pl) 0.3 lu

gDNA 2 5-10 ng

Toplam reaksiyon hacmi dH,0 ile 20 pl’ ye tamamlanmustir.

2.2.4.2. ISSR Markirlar I¢cin Uygulanan PZR Déngiisii

Tiim PZR reaksiyonlar1 bes asamada gergeklesmis olup yapisma sicakliklar1 optimize

edilmistir. Asamalar Tablo 2.6.’da gosterilmistir.




Tablo 2.6. ISSR primerleri I¢in PZR Déngiisii
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Asamalar Sicaklik/siire Dongii
On denatiirasyon 94°C / 5 dk. 1
Denatiirasyon 94°C/ 1 dk. 40
Yapisma(Annealing) 50-57 °C/ 1 dk.

Uzama(Extension) 72°C/ 2 dk.

Son Uzama 72 °C/ 7 dk. 1
Bekleme +4°C /o0

2.2.5. Agaroz Jel Elektroforezi

Etidyum bromid igeren 1X TBE tampon igerisinde % 2’ lik agaroz jel iizerinde PZR

irtinleri 120 volt elektrik akiminda 2 saat siireyle biiyiikliiklerine gore ayrilmis ve

ardindan UV 151n altinda jel goriintiileme sistemi ile fotograflari ¢ekilmistir.

2.2.6. Polimorfizmin Hesaplanmasi

PZR analizleri sonucunda DNA bantlarinin varligi 1 yoklugu 0 ve degerlendirilemeyen

bantlar ise 9 kabul edilerek skorlama yapilmistir. Elde edilen veriler NTSYS-pc

(Numerical Taxonomy Multivariate Analysis System) versiyon 2.11 paket programi

(Exeter Software, Setauket, New York, USA) kullanilarak analiz edilmistir [40].




3. BOLUM

BULGULAR
3.1. Bugday Genotiplerinin ISSR Markir1 Analizi ile Karakterizasyonunda

Polimorfizmin Degerlendirilmesi

Calismada bulunan 162 genotip arasindaki genetik ¢esitlilik ISSR markirn ile
aragtirtlmistir. Calismada 10 farkli ISSR primeri kullanilmistir. Jel goriintiileme islemi
sonrasinda goriintillere bakilarak skorlanmis bantlarin  varligi  durumunda(l),
yoklugunda (0) ve amplifikasyonun olmadigi durumlarda kayip veri (9) degerleri
girilmistir. Skorlama sonucunda her bir primer i¢in bant biiyiikliik araliklar1 (bp), elde
edilen toplam bant sayis1 (adet), polimorfik bant sayisi (adet) ve polimorfizm orani (%)
Tablo 3.1.° de sunulmustur. Calismada kullanilan ISSR primerlerinin polimorfizm

oranlar1 agagida belirtilen formiil ile hesaplanmaigtir.
Polimorfizm Oran1 (%) = (Polimorfik bant sayis1 / Toplam bant sayis1) x 100

10 ISSR primeri kullanilarak 240-3000 bg. araliginda toplam 163 allel elde edilmistir.
Polimorfik allel sayis1 149’ dur. Primer basina diisen toplam allel sayis1 10-21 arasinda
(ortalama 16.3) degismistir. Primer basina diisen polimorfik allel sayis1 ise 10-19
arasinda (ortalama 14.9) degismistir. Bu allellerin genel polimorfizm oram1 % 91.68

olarak hesaplanmuistir.

Elde edilen allel sayis1 bakimindan ISSR-16 lokusu en fazla alleli (21 adet) iiretirken, en
az sayida alleli UBC-845 lokusu (10 adet ) iiretmistir.162 genotip iizerinde denenen 10
ISSR primerinde Tablo 3.1.” de goriildiigii gibi genel olarak primerlerin % 30’unda

%100 polimorfizm oldugu gézlenmistir.

Bugday genotipleri arasindaki polimorfizm oran1 oldukg¢a yiliksek bulunmustur

(%91.68). Elde edilen polimorfizm orani (%91.68) goz oniine alindiginda bu ¢alismada
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kullanilan bugday genotiplerindeki genetik cesitliligin ortaya konmasi ic¢in kullanilan

ISSR primerlerinin uygun oldugu goriilmektedir.

Tablo 3.1. ISSR primerleri kullanilarak elde edilen bant profilleri

No Primeradi  Toplam Allel  Polimorfik Allel * Polimorfizm
Sayis1 Allel Sayis1 | biiyiikliikleri Oram
(adet) (adet) (bp) (%)
1 UBC-811 15 13 240-1500 86.6
2 UBC-815 15 13 250-1300 86.6
3 UBC-818 14 12 350-3000 85.7
4 UBC-823 16 16 400-1600 100
5 UBC-835 17 15 250-1600 88.2
6 UBC-843 19 19 400-1600 100
7 UBC-845 10 10 280-2000 100
8 UBC-852 17 16 400-3000 94.1
9 ISSR-16 21 17 320-2200 80.9
10 ISSR-28 19 18 410-2000 94.7
Toplam 163 149 916.8
Ortalama 16.3 14.9 91.68

UBC-811 primeri:

UBC-811 primeri ile yapilan ¢alisma sonucunda 240-1500 bg. araliginda toplam 15 bant

elde edilmistir. Bu primerle % 86.6 oraninda polimorfizm elde edilmistir.
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Sekil 2.1.  UBC-811 primeri kullanilarak elde edilen bant profilleri (Genotip 1- 25, M:
100-3000 b¢. DNA standard).

Sekil 2.2.  UBC-811 primeri kullanilarak elde edilen bant profilleri (Genotip 26- 50,
M: 100-3000 b¢. DNA standardi)
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Sekil 2.3.  UBC-811 primeri kullanilarak elde edilen bant profilleri (Genotip 51-75,
M: 100-3000 bg. DNA standardi)
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Sekil 2.4.  UBC-811 primeri kullanilarak elde edilen bant profilleri (Genotip76-100,
M: 100-3000 bg. DNA standardi)

Sekil 2.5.  UBC-811 primeri kullanilarak elde edilen bant profilleri (Genotip 101- 125,
M: 100-3000 bg. DNA standardi)

Sekil 2.6. UBC-811 primeri kullanilarak elde edilen bant profilleri (Genotip 126- 150,
M: 100-3000 bg. DNA standardi)
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Sekil 2.7.  UBC-811 primeri kullanilarak elde edilen bant profilleri (Genotip 151-162,
M: 100-3000 bg. DNA standardi)

UBC-815 Primeri:

UBC-815 primeri ile yapilan ¢alisma sonucunda 250-1300 bg. araliginda toplam 15 bant
elde edilmistir. Bu primerle % 86.6 oraninda polimorfizm elde edilmistir. Sonug
vermeyen Ornekler i¢in pozitif sonug elde edilinceye kadar PZR tekrarlanmis ve Ek 1°de

verilmigtir.
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Sekil 2.8.  UBC-815 primeri kullanilarak elde edilen bant profilleri (Genotip 1- 25, M:
100-3000 b¢. DNA standardi)
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Sekil 2.9. UBC-815 primeri kullanilarak elde edilen bant profilleri (Genotip 26- 50,
M: 100-3000 bg. DNA standardi)
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Sekil 2.10. UBC-815 primeri kullanilarak elde edilen bant profilleri (Genotip 51- 75,
M: 100-3000 bg. DNA standardi)

Sekil 2.11. UBC-815 primeri kullanilarak elde edilen bant profilleri (Genotip 76- 100,
M: 100-3000 bg¢. DNA standardi)
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Sekil 2.12. UBC-815 primeri kullanilarak elde edilen bant profilleri (Genotip 101- 125,
M: 100-3000 bg. DNA standardi)
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Sekil 2.13. UBC-815 primeri kullanilarak elde edilen bant profilleri (Genotip 126- 150,
M: 100-3000 bg. DNA standardi)

Sekil 2.14. UBC-815 primeri kullanilarak elde edilen bant profilleri (Genotip 151- 162,
M: 100-3000 bg. DNA standardi)

UBC-818 Primeri:

UBC-818 primeri ile yapilan ¢alisma sonucunda 350-3000 bg. araliginda toplam 14 bant
elde edilmigtir. Bu primerle % 85.7 oraninda polimorfizm elde edilmistir. Sonug
vermeyen Ornekler i¢in pozitif sonuc¢ elde edilinceye kadar PZR tekrarlanmis ve

sonuglar Ek 2°de verilmistir.
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Sekil 2.15. UBC-818 primeri kullanilarak elde edilen bant profilleri (Genotip 1- 25, M:
100-3000 bg. DNA standardi)

Sekil 2.16. UBC-818 primeri kullanilarak elde edilen bant profilleri (Genotip 26- 50,
M: 100-3000 bg. DNA standardi)
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Sekil 2.17. UBC-818 primeri kullanilarak elde edilen bant profilleri (Genotip 51- 75M:
100-3000 bg. DNA standardi)
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Sekil 2.18. UBC-818 primeri kullanilarak elde edilen bant profilleri (Genotip 76- 100,
M: 100-3000 bg. DNA standardi)
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Sekil 2.19. UBC-818 primeri kullanilarak elde edilen bant profilleri (Genotip 101- 125,
M: 100-3000 bg. DNA standardi)

Sekil 2.20. UBC-818 primeri kullanilarak elde edilen bant profilleri (Genotip 126- 150,
M: 100-3000 bg. DNA standardi)
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Sekil 2.21. UBC-818 primeri kullanilarak elde edilen bant profilleri (Genotip 65, 66,
70, 151-162, M: 100-3000 bg. DNA standardi)

UBC-823 Primeri:

UBC-823 primeri ile yapilan ¢alisma sonucunda 400-1600 bg. araliginda toplam 16 bant

elde edilmistir. Bu primerle % 100 oraninda polimorfizm elde edilmistir.

Sekil 2.22. UBC-823 primeri kullanilarak elde edilen bant profilleri (Genotip 1- 26, M:
100-3000 bg. DNA standardi)
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Sekil 2.23. UBC-823 primeri kullanilarak elde edilen bant profilleri (Genotip 27- 52,
M: 100-3000 bg. DNA standardi)
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Sekil 2.24. UBC-823 primeri kullanilarak elde edilen bant profilleri (Genotip 53- 78,
M: 100-3000 b¢. DNA standardi)
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Sekil 2.25. UBC-823 primeri kullanilarak elde edilen bant profilleri (Genotip 79- 104,
M: 100-3000 bg¢. DNA standardi)
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Sekil 2.26. UBC-823 primeri kullanilarak elde edilen bant profilleri (Genotip 105- 130,
M: 100-3000 bg. DNA standardi)

Sekil 2.27. UBC-823 primeri kullanilarak elde edilen bant profilleri (Genotip 131- 150,
M: 100-3000 bg. DNA standardi)
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Sekil 2.28. UBC-823 primeri kullanilarak elde edilen bant profilleri (Genotip 151- 162,
M: 100-3000 bg. DNA standardi)

UBC-835 primeri:

UBC-835 primeri ile yapilan galisma sonucunda 250-1600 bg. araliginda toplam 17 bant

elde edilmistir. Bu primerle % 88.2 oraninda polimorfizm elde edilmistir.

Sekil 2.29. UBC-835 primeri kullanilarak elde edilen bant profilleri (Genotip 1- 26, M:
100-3000 bg. DNA standardi)

Sekil 2.30. UBC-835 primeri kullanilarak elde edilen bant profilleri (Genotip 27- 52,
M: 100-3000 bg. DNA standardi)
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Sekil 2.31. UBC-835 primeri kullanilarak elde edilen bant profilleri (Genotip 53- 78,
M: 100-3000 bg. DNA standardi)
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Sekil 2.32. UBC-835 primeri kullanilarak elde edilen bant profilleri (Genotip 79- 104,
M: 100-3000 bg. DNA standardi)
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Sekil 2.33. UBC-835 primeri kullanilarak elde edilen bant profilleri (Genotip 105- 130,
M: 100-3000 bg. DNA standardi)

Sekil 2.34. UBC-835 primeri kullanilarak elde edilen bant profilleri (Genotip 131- 155,
M: 100-3000 bg. DNA standardi)
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Sekil 2.35. UBC-835 primeri kullanilarak elde edilen bant profilleri (Genotip 156- 162,
M: 100-3000 bg. DNA standardi)

UBC-843 Primeri:

UBC-843 primeri ile yapilan ¢alisma sonucunda 400-1600 bg. araliginda toplam 19 bant

elde edilmistir. Bu primerle % 100 oraninda polimorfizm elde edilmistir.
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Sekil 2.36. UBC-843 primeri kullanilarak elde edilen bant profilleri (Genotip 1-25, M:
100-3000 b¢. DNA standardi)
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Sekil 2.37. UBC-843 primeri kullanilarak elde edilen bant profilleri (Genotip 26- 50,
M: 100-3000 bg. DNA standardi)
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Sekil 2.38. UBC-843 primeri kullanilarak elde edilen bant profilleri (Genotip 51- 75, M:
100-3000 bg. DNA standardi)

Sekil 2.39. UBC-843 primeri kullanilarak elde edilen bant profilleri (Genotip 76- 100,
M: 100-3000 bg. DNA standardi)

Sekil 2.40. UBC-843 primeri kullanilarak elde edilen bant profilleri (Genotip 101- 125,
M: 100-3000 bg. DNA standardi)
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Sekil 2.41. UBC-843 primeri kullanilarak elde edilen bant profilleri (Genotip 126- 150,
M: 100-3000 b¢. DNA standardi)

Sekil 2.42. UBC-843 primeri kullanilarak elde edilen bant profilleri (Genotip 151- 162,
M: 100-3000 bg. DNA standardi)

UBC-845 Primeri:

UBC-845 primeri ile yapilan ¢alisma sonucunda 280-2000 bg. araliginda toplam 10 bant

elde edilmistir. Bu primerle % 100 oraninda polimorfizm elde edilmistir.

Sekil 2.43. UBC-845 primeri kullanilarak elde edilen bant profilleri (Genotip 1- 26, M:
100-3000 bg. DNA standardi)
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Sekil 2.44. UBC-845 primeri kullanilarak elde edilen bant profilleri (Genotip 27- 52,
M: 100-3000 bg. DNA standardi)
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Sekil 2.45. UBC-845 primeri kullanilarak elde edilen bant profilleri (Genotip 53- 78, M:
100-3000 b¢. DNA standard1)

Sekil 2.46. UBC-845 primeri kullanilarak elde edilen bant profilleri (Genotip 79- 104,
M: 100-3000 bg. DNA standard1)

Sekil 2.47. UBC-845 primeri kullanilarak elde edilen bant profilleri (Genotip 105- 130,
M: 100-3000 bg. DNA standardi)
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Sekil 2.48. UBC-845 primeri kullanilarak elde edilen bant profilleri (Genotip 131- 155,
M: 100-3000 bg. DNA standardi)

Sekil 2.49. UBC-845 primeri kullanilarak elde edilen bant profilleri (Genotip 156- 162,
M: 100-3000 bg. DNA standardi)
UBC-852 primeri:

UBC-852 primeri ile yapilan ¢alisma sonucunda 400-3000 bg. araliginda toplam 17 bant

elde edilmistir. Bu primerle % 94.1 oraninda polimorfizm elde edilmistir.

Sekil 2.50. UBC-852 primeri kullanilarak elde edilen bant profilleri (Genotip 1- 25, M:
100-3000 bg. DNA standardi)
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Sekil 2.51. UBC-852 primeri kullanilarak elde edilen bant profilleri (Genotip 26- 50,
M: 100-3000 b¢. DNA standardi)
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Sekil 2.52. UBC-852 primeri kullanilarak elde edilen bant profilleri (Genotip 51- 75,
M: 100-3000 bg. DNA standardi)

- L

Sekil 2.53. UBC-852 primeri kullanilarak elde edilen bant profilleri (Genotip 76- 100,
M: 100-3000 bg. DNA standardi)
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Sekil 2.54. UBC-852 primeri kullanilarak elde edilen bant profilleri (Genotip 101- 125,
M: 100-3000 b¢. DNA standardi)
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Sekil 2.55. UBC-852 primeri kullanilarak elde edilen bant profilleri (Genotip 126- 150,
M: 100-3000 bg¢. DNA standardi)

Sekil 2.56. UBC-852 primeri kullanilarak elde edilen bant profilleri (Genotip 151- 162,
M: 100-3000 bg. DNA standardi)



47

ISSR-16 Primeri:

ISSR-16 primeri ile yapilan ¢alisma sonucunda 350-2200 bg. araliginda toplam 21 bant
elde edilmistir. Bu primerle % 80.9 oraninda polimorfizm elde edilmistir. Sonug

vermeyen Ornekler i¢in pozitif sonug elde edilinceye kadar PZR tekrarlanmis ve Ek 3°de

verilmistir.

Sekil 2.57. ISSR-16 primeri kullanilarak elde edilen bant profilleri (Genotip 1- 25, M:
100-3000 bg. DNA standardi)

Sekil 2.58. ISSR-16 primeri kullanilarak elde edilen bant profilleri (Genotip 26- 50, M:
100-3000 bg. DNA standardi)

Sekil 2.59. ISSR-16 primeri kullanilarak elde edilen bant profilleri (Genotip 51- 75, M:
100-3000 bg. DNA standardi)
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Sekil 2.60. ISSR-16 primeri kullanilarak elde edilen bant profilleri (Genotip 76- 100,
M: 100-3000 b¢. DNA standardi
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Sekil 2.61. ISSR-16 primeri kullanilarak elde edilen bant profilleri (Genotip 101- 125,
M: 100-3000 bg. DNA standardi)
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Sekil 2.62. ISSR-16 primeri kullanilarak elde edilen bant profilleri (Genotip 126- 150,
M: 100-3000 bg. DNA standardi)
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Sekil 2.63. ISSR-16 primeri kullanilarak elde edilen bant profilleri (Genotip 151- 162,
M: 100-3000 bg. DNA standardi)

ISSR-28 Primeri:

ISSR-28 primeri ile yapilan ¢aligma sonucunda 410-2000 bg. araliginda toplam 19 bant
elde edilmistir. Bu primerle % 94.7 oraninda polimorfizm elde edilmistir. Sonug
vermeyen ornekler i¢in pozitif sonug elde edilinceye kadar PZR tekrarlanmis ve Ek 4’de

verilmistir.
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Sekil 2.64. ISSR-28 primeri kullanilarak elde edilen bant profilleri (Genotip 1- 25, M:
100-3000 bg. DNA standardi)
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Sekil 2.65. ISSR-28 primeri kullanilarak elde edilen bant profilleri (Genotip 26- 50, M:
100-3000 bg. DNA standardi)
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Sekil 2.66. ISSR-28 primeri kullanilarak elde edilen bant profilleri (Genotip 51- 75, M:
100-3000 bg. DNA standardi)

Sekil 2.67. ISSR-28 primeri kullanilarak elde edilen bant profilleri (Genotip 76- 100,
M: 100-3000 bg. DNA standardi)



51

Sekil 2.68. ISSR-28 primeri kullanilarak elde edilen bant profilleri (Genotip 101- 125,
M: 100-3000 bg. DNA standardi)

Sekil 2.69. ISSR-28 primeri kullanilarak elde edilen bant profilleri (Genotip 126- 150,
M: 100-3000 bg. DNA sandardi)

Sekil 2.70. ISSR-28 primeri kullanilarak elde edilen bant profilleri (Genotip 151- 162,
M: 100-3000 bg. DNA standardi)
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3.2. Benzerlik indeksleri ve Dendogramlarin Olusturulmasi

Kaydedilen skorlama sonuglar1 kullanilarak 162 genotipte 10 ISSR primeri agisindan
veri dosyasi hazirlanmistir. PCR basarisizlig1 veya herhangi bir deneme hatasi nedeniyle
olmadig1 diisiiniilen bantlar ise kayip veri (9) olarak degerlendirilmistir. Bantlardan
sadece giivenilir olanlar1 degerlendirilmistir. Elde edilen veriler Rohlf (2000) tarafindan
belirtilen NTSYS (Numerical Taxonomy Multivariate Analysis System, NTSYS-pc
version 2.11, Exeter Software, Setauket, N.Y. USA) paket programi kullanilarak analiz
edilmistir [40]. Oncelikle genotipler arasindaki Dice benzerlik hesaplanmistir. Genetik
benzerlikleri gosteren 162 x 162’ lik bir matriks olusturulmustur (Ek 5). Bu genetik

benzerlik matriksi daha sonra UPGMA yoOntemiyle kiimeleme amaciyla kullanilmistir.

Dendogramlarin benzerlik matriksini ne 6l¢iide temsil ettigi Mantel Matriks Uyum Testi
(Mantel's matrix correspondence test) ile belirlenmistir. Bu test sonucunda kofenetik
korelasyon katsayis1 (cophenetic correlation coefficient), “r” degeri elde edilmistir [41].
Temel bilesen analizleri (Principle Component Analysis=PCA) de ayni benzerlik

matriksi kullanilarak NTSY'S programinda yapilmistir.
3.2.1 ISSR Analizleri Sonucu Elde Edilen Benzerlik indeksinin Degerlendirilmesi

Oncelikle genotipler arasindaki benzerlik indeksi NTSYS paket programinda Dice
metodu kullanilarak hesaplanmis ve elde edilen benzerlik indeks degerleri Ek 5° de
sunulmustur. Toplam 162 genotip arasindaki benzerlik indeks degeri 0.24 ile 0.98

arasinda degismistir.

Benzerlik indeksi acisindan birbirine en yakin genotipler 0.98 benzerlik indeksi

degerinde 78 ile 81 numaral1 genotiplerdir.

0.95 benzerlik indeksi degerinde yakin olanlar 6 ile 7, 4 ile 15, 34 ile 40, 56 ile 58, 34
ile 71, 69 ile 71, 81 ile 82, 67 ile 106 numarali genotiplerdir.

0.94 benzerlik indeksi degerinde yakin olanlar 4 ile 40; 21 ile 22; 34 ile 36; 34 ile 77; 81
ile 22; 28 ve 53; 55 ile 56; 30 ile 83; 78 ile 85; 71 ile 92 ve 93; 94 ile 34 ve 69; 109 ile
46; 89 ile 122; 122 ile 123; 131 ile 132; 21 ile 22 ve 67; 67 ile 34; 69 ile 55 numaral
genotiplerdir.
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Genetik olarak birbirine en uzak genotipler ise 0.24 benzerlik indeksi degerinde 161
numarali genotip olan c¢avdar ve 162 numarali genotip olan arpadir. Ayrica 0.32
benzerlik indeksi degerinde c¢avdar Ornegi ile yerel g¢esitlerden 24 numarali genotip

genetik olarak birbirine uzak ¢ikan diger genotipler olmustur.

Calismanin biiyiik ¢ogunlugunu olusturan yerel gesitler arasindaki benzerlik indeksi
degerleri 0.70 ile 0.98 arasinda degismistir. Calisilan yerel ¢esitler arasindaki benzerlik

degerleri gesitler arasindaki genetik cesitliligin ¢okta diisiik olmadigini1 géstermektedir.

3.2.2. ISSR Analizleri Sonucu Elde Edilen UPGMA Dendograminin

Degerlendirilmesi

Dice benzerlik indeksinden yararlanilarak UPGMA (Unweighted Pair Group Method
Using Arithmetic Average ) metodu ile kiimeleme (Cluster) analizleri yapilmis ve
dendogram ( Sekil 2.71.) elde edilmistir. ISSR analizleri sonucunda benzerlik indeksleri
ile dendogram arasindaki kofenetik korelasyon katsayisi 0.96 olarak tespit edilmistir.
Mohammadi ve Prasanna (2003), bu katsaymin 0.9 degerine esit ve biiyiik olmasi

halinde elde edilen dendogramin benzerlik indeksini ¢ok iyi temsil ettigini bildirmistir

[42].

UPGMA dendogrami incelendiginde, 162 adet genotipin genetik benzerlik diizeyinin
0.66 ortalama ile 0.34 -0.98 arasinda degistigi ve temelde iki grup olustugu (A ve B)
goriilmiistiir. Birinci grupta (A) yer alan arpa aym zamanda dig grup olarak 0.34

benzerlik diizeyinde ikinci grup (B)’den ayrilmustir.

Ikinci grup (B), 161 adet genotip igermekle birlikte 0.38 benzerlik diizeyinde iki alt
gruba (B.1 ve B.2) ayrilmistir. B.1 grubundan 161 numarali genotip olan cavdar
bulunurken B.2 grubunda diger 160 adet bugday genotipi bulunmaktadir. B.2 grubunda
ise 0.56 diizeyinde iki alt gruba (B.2.1 ve B.2.2) ayrilmistir. B.2.1 alt grubunda 135

numarali tetraploid genotip olan Triticum araraticum yer almistir.

B.2.2 alt grubu 0.58 benzerlik seviyesinde iki alt gruba (B.2.2.1 ve B.2.2.2) ayrilmstir.
B.2.2.1 alt grubu 0.74 benzerlik diizeyinde diploid Triticum boeoticum tiiriine ait 136 ve
137 numarali genotipleri kapsamistir. B.2.2.2 alt grubu ise 157 genotipi igermekle
birlikte 0.70 benzerlik diizeyinde iki gruba (B.2.2.2.1 ve B.2.2.2.2) daha ayrilmistir.
B.2.2.2.1 alt grubu 0.74 benzerlik diizeyinde tamami farkli bugday tiirii veya farklh
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cografyadan bugday Orneklerinin bulundugu tetraploid 17 genotipi igermektedir.
B.2.2.2.2 alt grubu ise 0.72 benzerlik seviyesinde iki gruba daha ayrilmis bir grubun
tamami1 hekzaploid Azeri orijinli T. aestivum bugday orneklerinden olusan 5 genotipi
icerirken diger grup hekzaploid Giircistan orjinli T. spelta bugday ornekleriyle birlikte
biitiin yerel ¢esitleri de kapsamistir. Hekzaploid T. spelta bugday tiirleri de 0.78

benzerlik seviyesinde diger yerel ¢esitlerden ayrilmistir.

Dendogramdan elde edilen veriler goz oniine alindiginda bugday genotiplerinin tiirler
bazinda gruplandigt ve yerel ¢esitlerden olan aymi sehir Orneklerinin  ayni
gruplanmamasi Tiirkiye icinde cografi orijinlerin gruplarin olusmasinda etkili olmadigi
belirlenmistir. Ote yandan Azeri T. aestivum ornekleri Tiirkiye T. aestivum
orneklerinden farkli olarak bir arada kiimelestikleri goriilmiistiir. Bu da kiimelesmede
cografi etkeninde 6nemli oldugunu gostermektedir. Azeri T. aestivum 6rneklerinin Tiirk
yerel ¢esitlerine daha yakin olmalari beklenirken T. spelta 6rneklerinin yerel gesitlere
daha yakin oldugu goriilmistiir. T. spelta 6rnekleri Azeri T. aestivum 6rnekleri ile yerel

cesitler arasinda yer almistir.
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Sekil 2.71. ISSR analizi sonucu elde edilen UPGMA dendogrami
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3.2.3. ISSR Verileriyle Yapilan Temel Bilesenler Analizinin (Principal Component
Analysis = PCA ) Degerlendirilmesi

Bugday genotiplerinin uzaysal dagilimini belirlemek icin temel bilesenler analizi (PCA)
yapilmistir. Temel bilesenler analizinde kiimeleme (Cluster) analizlerinde kullanilan
benzerlik matriksinden yararlanilmis ayrica iki boyutlu dagilim grafigi NTSYS
programinda olusturulmustur (Sekil 2.72.). Sonuglara gore genotipler arasinda 3 ayri

kiime (A,B ve C ) tespit edilmistir.

A kiimesinde biitiin yerli bugday ve bir tane Giircistan 6rnegi olan Triticum spelta
alefeldii’den olusan 134 genotip (1, 2, 3,4,5,6,7,8,9,10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17,
18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40,
41,42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63,
64, 65, 66, 67, 68, 69, 70, 71, 72, 73, 74, 75, 76, 77, 78, 79, 80, 81, 82, 83, 84, 85, 86,
87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99, 100, 101, 102, 103, 104, 105, 106, 107,
108, 109, 110, 111, 112, 113, 114, 115, 116, 117, 118, 119, 120, 121, 122, 123, 124,
125, 126, 127, 128, 129, 130, 131, 132, 133, 149) bulunmaktadir.

Bu genotiplerin ayn1 kiime igerisinde yer almalari ve ¢ok yakin gruplanmalar
aralarindaki genetik varyasyonun diisiik olmasindan kaynaklanmaktadir. Tkinci kiime B
ise Triticum dicoccoides, Triticum dicoccoides aaronsohnii, Triticum dicoccum
dicoccum, Triticum dicoccum rufum, Triticum dicoccum atratum, Triticum turgidum
megalopolitanum, Triticum turanicum insigne, Triticum persicum rubiginosum,
Triticum persicum stramineum, Triticum spelta arduini, Triticum spelta alefeldii,
Triticum durum var. leucurum, Triticum durum var. apulicum, Triticum aestivum var.
graecum, Triticum aestivum var. erythrospermum, Triticum aestivum var. ferrugineum
(134, 138, 139, 140, 141, 142, 143, 144, 145, 146, 147, 148, 150, 151, 152, 153, 154,
155, 156, 157, 158, 159, 160) iceren tetraploid ve hekzaploid 23 genotipten olugmustur.
Ucgiincii kiime C ise tetraploid Triticum araraticum, diploid Triticum boeoticum, ¢avdar

ve arpadan (135, 136, 137, 161, 162) 5 genotipten olusmustur.

PCA analizinde toplam varyasyonun % 25 ve daha fazlasi, ilk 2 ve 3 eksen tarafindan

aciklanabilirse yapilan kiime analizi daha giivenilir olmaktadir [42].
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Temel bilesenler analizinde iki boyutlu ve li¢ boyutlu grafikler i¢in kiimiilatif olarak ilk
ic eigen degerinin toplami 25.7 tespit edilmistir ve bu deger toplam varyasyonun %

25.7’sini agiklamistir ki bu da kiimeleme analizinin giivenilirligini gostermektedir
(Tablo 3.2).

Tablo 3.2. Eigen Degerleri

Eigen Degeri Yiizde Kiimiilatif

Temel bilesenler sonucu elde edilen bilgiler genotiplerin Tiirkiye icinde cografi
orijinlerinin gruplama icin kaynak teskil etmedigini, fakat Azeri 6rneklerin ayrigsmasinin
ise cografik orijinin kiimelenme de 6nemli oldugunu gostermektedir. Calismada yer
alan genotiplerin dagiliminda tiirlerin etkili oldugunu ve Triticum aestivum tiiriine ait

olan yerel ¢esitlerin birlikte gruplandiklar1 net olarak goriilmektedir.
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Sekil 2.72. ISSR verileriyle yapilan temel bilesenler analizi sonucu elde edilen iki
boyutlu grafik

3.2.4. ISSR Verileri ile Elde Edilen Korelasyona ve Dice indeksine Dayali Markir

Dendograminin Degerlendirilmesi

Korelasyona ve Dice benzerlik katsayilarina dayali her iki markir dendograminda da
markirlar benzer bir dallanma gostermektedir (Sekil 2.73. ve Sekil 2.74.). Her iki

dendogramda da ayrilmayan markir gruplari sunlardir;

1. grup: UBCB815.650, UBC815.1100, UBC818.1100, ISSR28.1100, UBC818.1500,
UBC818.3000, UBC835.350, ISSR28.1700, UBC835.590, UBC835.800,
UBC843.1600, ISSR16.2200
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2.grup: UBC818.400, UBC823.590

3.grup: UBCB815.620, UBC835.460, UBC835.1600, ISSR16.680, ISSR16.720,
ISSR16.1400, ISSR28.430

4.grup: UBC811.500, UBC811.1250, ISSR16.1600
5. grup: UBC815.1250, UBC818.1200
6.grup: UBC835.600, UBC843.450

Bu 6 grupta grup icinde markirlar arasinda yiiksek korelasyon (1.00) gozlenmistir. Her
iki dendogram icin ayni grupta birbirinden ayrilmayan bu markirlar muhtemelen
kromozomun ayni1 bdlgesinden gelmektedir ve birbiriyle baglanti halindedirler,
dolayistyla dendogramin geneline bakildiginda toplam 28 adet baglanti halinde

birbirinden ayrilmamis markir gozlenmektedir.

Ayrilmayan bu gruplardan temsil etmesi icin birer markir se¢ilecek olursa markir sayisi
163’ten 141’ e diismektedir ve bu 141 markir kullanilsa dahi ayni sonuglar elde
edilebilecektir. Korelasyona dayali markir dendograminda (Sekil 2.74.) indeks degeri -
0.10 ile 1.00 arasinda (ortalama 0.45) degismektedir. Temelde markir korelasyonu
agisindan 2 ana grup olustugu goriilmektedir. 1. ana grupta 103, 2. ana grupta 60 markir

yer almistir.

ISSR markirlart arasindaki baglanti esitsizliginin (linkage disequilibrium) bir gostergesi
olarak korelasyon tahmini -0.10 ile 1.00 arasinda (ortalama 0.45) degismektedir. Dice
indeksine dayali olarak olusturulan markir dendogrami incelendiginde (Sekil 2.75.) 163
adet markirin benzerlik seviyesinin 0.00 ile 0.90 arasinda ortalama(0.45) degismistir ve
temelde iki grup olusturmustur. Bir grupta 110 markir bulunurken diger grupta 53

markir gruplanmistir.
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Sekil 2.73. Korelasyon benzerlik indeksine gore markir dendogrami
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Sekil 2.74. Dice benzerlik indeksine gore markir dendogrami
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3.2.5. ISSR verileri ile farkhilik (dissimilarite) matriksine gore yapilan Neighbour-

joining dendograminin degerlendirilmesi

Genotipler arasindaki uzakligi, benzememezlik durumunu ortaya ¢ikarmak i¢in farklilik
matriksi kullanilarak NTSYS programi ile Neighbour-joining dendogrami elde
edilmistir (Sekil 2.75.).

Dendogramin farklilik matriks degeri 0.00 ile 0.38 arasinda degismistir. Dendogram
incelendiginde tiirler arasi genetik uzakligi belirgin bir sekilde yansitmakta olup 0.00
indeksi degerinde iki ana gruba ayrilmaktadir. Birinci ana grupta 161 numarali genotip
olan cavdar varken, ikinci ana grupta ise diger 161 adet genotip bulunmaktadir.
Dendogram 0.001 indeksinde yeniden iki gruba ayrilmis ve bir grupta 162 numarali
arpa varken diger grupta diger 160 adet genotip bulunmaktadir. 0.01 indeksinde
dendogram yine iki gruba ayrilmis bir grupta 135 numarali Iran orjinli tetraploid
Triticum araraticum varken diger grupta 159 genotip bulunmaktadir. 0.38 indeksinde
151 numarali tetraploid Triticum durum var. leucurum ile 161 numarali ¢avdar birbirine

en uzak genotipler olmustur.



Sekil 2.75. ISSR verileri ile farklilik matriksine gore yapilan Neighbour-joining
dendogrami
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3.3. ISSR Verileri Ile Yapllan AMOVA (MolekiilerVaryans Analizi) Test

Sonuc¢larimin Degerlendirilmesi

Genetik c¢esitliligi farkli hiyerarsik diizeylerde (gruplar arasi, popiilasyonlar arasi,
popiilasyon i¢i) incelemek amaciyla AMOVA analizleri yapilmistir. AMOVA

molekiiler verileri kullanarak popiilasyonlar arasindaki farklilasmay1 tahmin etmektedir.

Analizler Arlequin 3.5 paket programi kullanilarak gerceklestirilmistir. Baslangicta
molekiiler varyans analizi i¢in poplilasyona ait bireylerin gruplanmasi amaciyla
Structure testinden elde edilen verilere gore genotipler arasinda 1-Popiilasyon 1, 2-
Popiilasyon2, 3-Popiilasyon3, 4-Popiilasyon4 ve 5-Popiilasyon5 olmak iizere 5 adet
popiilasyon tanimlanmis ve bu 5 popiilasyon daha sonra yerel ve yabanci genotipleri

temsil etmek tizere 2 grup halinde siniflandirilmistir (2.76.)
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Grup 1 yerel cesitlerden (Popiilasyonl ve Popiilasyon2) Grup 2 ise (Popiilasyon3,
Popiilasyon4 ve Popiilasyon5) diger cesitlerden olusturulmustur. Standart AMOVA testi
icin 163 lokustan kullanilabilir toplam 159 lokus bulunmustur. Anlamlilik testlerinde
tiim analizler i¢in permiitasyon sayis1 10000 olarak belirlenmistir. Standart AMOVA ile
gruplar arasinda % 25.37, gruplar i¢inde popiilasyonlar arasinda % 13.96, popiilasyonlar

icinde % 60.67 varyasyon orani tespit edilmistir.

Tablo 3.3. AMOVA analiz sonuglari

Varyasyon Serbestlik Kareler Varyans Varyasyon

Kaynagi Derecesi(d.f.) Toplam1 Bilesenleri Orani
Gruplar 1 229.493 3.65896 Va 25.37
arasinda
Gruplar i¢inde 3 188.473 2.01354 Vb 13.96
poplilasyonlar
arasinda
Popiilasyonlar 157 1373.707 8.74973 Vc 60.67
i¢inde
Toplam 161 1791.673 14.42222

Arlequin tarafindan hesaplanan Fiksasyon endeksi (FST) popiilasyon farklilagmasinin

bir 6l¢iistidiir. Popiilasyon igi ikili farkliliklar: tahmin etmek i¢in kullanilir.

Fiksasyon Endeksleri:

FSC: gruplar i¢indeki popiilasyonlar aras1 (P=0.00000) FSC: 0.18708
FST: popiilasyon i¢i (P=0.00000) FST: 0.39332
FCT: gruplar aras1 (P= 0.09871) FCT: 0.25370

FST (poptilasyon i¢i) P=0.00000+£0.00000 olarak hesaplanmistir.(p<0.001 i¢in

anlamlidir). Popiilasyonlar i¢i farklilik istatistiki olarak énemli (p<0.001) bulunmustur.



4. BOLUM

TARTISMA SONUC ve ONERILER

Bitki 1slahg¢ilarinin en biiylik cabalarindan birisi bitkilerin {iriin potansiyellerini
tyilestirmek i¢in en uygun genotipleri belirlemektir. Bugday kiiltiivarlarinin genetik
cesitliliginin yliksek olmas1 {iriin potansiyeli yiiksek biyotik ve abiyotik faktorlere
direncli yeni cesitlerin gelistirilmesi i¢in ¢ok dnemlidir. Yeni ¢esitlerin gelistirilmesinde
yerel cesitler ve bugdayin yabani atalari potansiyel olarak aranan gen kaynaklarini
bulundurma potansiyeline sahiptirler. Bu yiizden iilkemizde bulunan yerel cesitlerin
genetik ¢esitliliginin molekiiler seviyede belirlenmesi yeni kiiltiivarlarin 1slah

edilmesinde biiyiik 6neme sahiptir.

Genetik c¢esitliligin belirlenmesinde birgok ¢alismada PZR temelli ¢ok sayida molekiiler
markir kullanilmistir. Bunlar arasinda SNP, SSR, ISSR, AFLP, RAPD sayilabilir
[31,35,36,39]. Bu markirlarin kullanimlarini sinirlayan temel nedenler arasinda RAPD
icin tekrarlanabilirligin zayif olusu, AFLP ve SNP’ in yiiksek maliyetleri, SSR i¢in dizi
bilgisine ihtiya¢ duyulmasi sayilabilir. ISSR markirlar1 bu simirlamalarin  ¢gogunu
tasimamaktadir. Kolay uygulanabilirligi, gilivenilir olmasi ve yiiksek bilgi icerigi bu
markirin ~ bitkilerde genetik  ¢esitliligin  belirlenmesinde  kullanishh ~ oldugunu
gostermektedir. ISSR genetik ¢esitlilik, filogenetik analiz, gen etiketleme, gen
haritalama ¢aligmalarinda kullanilabilmektedir. Yiiksek yapisma sicakliklarinin ve
RAPD primerlerine gore daha uzun primerlerin kullanilmasi ISSR primerlerini daha

tekrarlanabilir ve glivenilir yapmuistir.

Bu baglamda, bu tez kapsaminda Tirkiye’deki farkli bolgeleri temsil eden yerel
hekzaploid bugday genotiplerinden 133 adet, bazi Azeri orijinli hekzaploid bugday
ornekleri ve farkli ploidi seviyelerinden az sayida yabani bugday tiirlerini temsil eden

ornekler arasindaki genetik iligski basit tekrarlar arasi dizileri g¢ogaltmak i¢in dizayn
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edilen ISSR markirlar1 kullanilarak belirlenmeye c¢alisilmistir. Yapilan calismada
genotipler arasindaki genetik c¢esitliligin belirlenmesinde kullanilan 10 adet ISSR
primerininin polimorfizm belirleme seviyelerinin oldukga yiiksek (%91.68) oldugu
belirlenmistir. Sofalian ve arkadaslar1 (2009) 33’ii yerel ve 6’s1 kuzeybat1 Iran’dan 1slah
edilmis olmak iizere toplam 39 bugdayda genetik cesitliligi belirlemek i¢in 15 ISSR
primeri kullandiklart ¢alismada 129 bant skorlamis ve bu bantlarin 106 'sinin (%82.2)
polimorfik oldugunu gostermislerdir. Diger markirlarin aksine, ISSR markirlari ile yerel
cesitlerde daha yiiksek polimorfizm tespit edilmistir [43]. Bu ¢alismada ise daha az
sayida primer kullanilarak daha yiiksek polimorfizm orani (% 91.68) tespit edilmistir.
Caligmanin biiyliik ¢ogunlugunu olusturan yerel gesitler arasindaki benzerlik indeksi
degerleri 0.70 ile 0.98 arasinda degismis olup yerel cesitler arasindaki genetik

cesitliligin kiiciimsenemeyecek diizeyde yliksek oldugu goriilmiistiir.

Khan ve arkadaslar1 (2015) Hindistan ve Tiirkiye orijinli bugdaylarda ISSR ve RAPD
markir1 kullanarak yaptiklar bir genetik ¢esitlilik ve popiilasyon analizi ¢aligmasinda 95
hekzaploid ve tetraploid bugday genotipi kullanmiglardir. Onlarin ¢aligmalarinda da
hekzaploid ve tetraploid genotipler belirgin bir sekilde ayrilmistir. Ayrica gruplarin
ayrismasinda cografyada onemli olmus, Hindistan ve Tiirk bugdaylar1 ayr1 ayri
kiimelenmisglerdir. Bizim c¢aligmamizda da Azeri ve Tiirk bugdaylar1 ayr1 ayri

kiimelenmistir [44].

Sing ve Jaiswal (2016) yine 10 ISSR primeri kullanarak 50 hekzaploid bugday
aksesyonunda yaptiklar1 bir genetik ¢esitlilik calismasinda 0.41 i12 0.89 oraninda
degisen oranlarda genetik ¢esitlilik tespit etmislerdir. Bu arastiricilar da ISSR
markirinin bugdayda tiir i¢i ve tiirler aras1 genetik cesitliligi tespit etmede ¢ok etkili
oldugunu belirtmiglerdir. Bizim bu c¢alismamizda da aynmi dogrultuda sonuglar elde
edilmistir. Bununla birlikte onlarin ¢aligmalarinda lokus basina 3 allel tespit edilmisken

bizim ¢alismamizda yaklasik 5 kati allel tespit edilmis bulunmaktadir [45].

Chaudhary ve arkadaslar1 (2016) yaptiklart bir calismada 10 bugday varyetesinde 10
ISSR primeri kullanarak genotipler arasinda 0.63 ile 0.86 arasinda degisen oranlarda
benzerlik elde etmislerdir. Ayrica 10 ISSR primeri % 93 oraninda polimorfik
bulunmustur. Bu sonuglar bizim ¢alismamizda elde ettigimiz sonuglarla biiylik oranda

korelasyon gostermektedir [46].
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El-Assal ve arkadaslar1 (2012), Saudi ve Misir bugdaylariin karsilagtirdiklart bir
calismada genetik cesitliligi tespit etmek icin 10 RAPD, 10 ISSR ve 4 SSR primeri
kullanmiglardir. Bunlar arasindan 6 RAPD, 8 ISSR ve 2 SSR skorlanabilir bant
tretmigtir. Primer basma diisen allel sayist ortalama 14 olup 8 ile 21 arasinda
degismistir. ISSR primerleri ise ortalama 8.8 allel iiretmistir. Bu ¢alismadan elde edilen
sonuglar bizim c¢alismamizdan elde ettigimiz sonuglarla tam bir paralellik

gostermektedir [47].

Najaphy ve arkadaglari (2017) 30 bugday aksesyonunda genetik cesitliligi ortaya
koyduklar1 ¢alismalarinda 10 ISSR primeri kullanmuglar {irettikleri bantlar %80
oraninda polimorfik bulunmustur. Genetik benzerlik oranlar1 0.48 ile 0.98 arasinda
degismistir. Genetik benzerlik oranlar1 bizim elde ettigimiz sonuglarla biiyiik oranda

uyum gostermektedir [48].

Azerbaycan bugdaylarindaki genetik g¢esitliligi ortaya ¢ikarmak i¢in Trainejad (2013) 6
farkli bugday popiilasyonunda 10 ISSR primeri kullanarak bir ¢alisma yliriitmiistiir. On
banttan yedisinde amplifikasyon goriilmiis olup primer basina ortalama 8 bant elde
etmistir. Molekiiler varyans analizi, popiilasyonlar arasinda % 7 popiilasyon i¢inde %
93 polimorfizm oldugunu gostermistir. Bu degerler bizim ¢aligmamizda elde ettigimiz

sonuglardan daha ytiksektir [49].

ISSR’in aym1 zamanda kiiltiivar belirlenmesinde de kullanilabilecegi Son ve
arkadaslarinin (2013) yaptiklar1 bir calismada gosterilmistir. Kiiltiivara 6zgii ISSR
gelistirmek amaciyla yapilan ¢alismada 54 ISSR primeri kullanmiglardir. Bu 54 ISSR
primerinden 9 tanesiyle 32 kiiltiivarla yapilan ¢alismada kiiltiivara 6zgii 16 fragment
elde edilmistir. Bu calismada ayrica kiiltiivara 6zgii 6 tane yeni fragment belirlenmistir.
Bu calismanin sonuglar1 1slaha temel teskil edecek genetik cesitlilik caligmalarinda

ISSR’ 1n gii¢lii ve giivenilir bir markir sistemi oldugunu teyit etmistir [S0].

Motawei ve arkadaslar1 (2007) 12 bugday hatt1 ve 2 bugday kiiltiivar1 (Yecora Rojo ve
West Bread ) arasindaki i1siya toleransi farkli olan bugdaylarda genetik cesitliligi
belirlemek i¢cin RAPD ve ISSR markirin1 kullanmiglardir. RAPD analizinde 42 bandin
31”1 (%71) polimorfikken ISSR analizinde 28 bandin 19’ unu (% 67.8) polimorfik
bulmuslardir. Yaptiklart UPGMA dendrogramlarinda RAPD ve ISSR’in bulundugu
kombine dendrogramlarin, yalniz RAPD ve ISSR kullanilarak olusturulan
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dendrogramlardan daha iyi ayirt ettigini gérmiislerdir. Temelde 2 gruba ayrilan
dendrogramda bir grup 1s1ya toleransh hatlar1 igerirken diger grup 1siya duyarli hatlari
icermistir. Boylece RAPD ve ISSR markirlarinin bugdaydaki cesitli uygulamalarda
oldukga kullanigh oldugunu ispatlamiglardir [51].

Temel bilesenler analizi sonucu elde edilen iki boyutlu grafik, ¢alismada yer alan
genotiplerin dagiliminda genel olarak tiirlerin etkili oldugu, sonu¢ olarak ISSR
analizleri verileriyle elde edilen iki boyutlu grafik tiim Triticum aestivum tiiriine ait
bugdaylarin yabani bugday genotiplerinden ve c¢avdar ile arpadan genetik olarak farkl
oldugunu ortaya koymustur.

Genetik cesitliligi farkli hiyerarsik diizeylerde (gruplar arasi, popiilasyonlar arasi,
popiilasyon i¢i) incelemek amaciyla tanimlanan 5 popiilasyonda yapilan AMOVA
(molekiiler varyans analizi) analizleri sonucu, gruplar arasinda % 25.37, grup iginde
poplilasyonlar arasinda % 13.96, popiilasyonlar i¢inde % 60.67 varyasyon orani tespit

edilmistir (Tablo 3.3.). Gruplar arasinda bulunan varyasyon 6nemli derecede yiiksektir.

Pasqualone ve arkadaslar1 (2000), 30 italyan makarnalik bugday kiiltiivar1 ve 22 1slah
hattindan olugan bir seti aywmak i¢in ISSR primerinin etkinligini test ettikleri
caligmada, 9 ISSR primeri kullanmiglardir. Primerlerden dordiinde amplifiye olmus bant
yokken 5 primerde amplifikasyon olmustur. Bu 5 primerdeki polimorfik bant oranlar1 %
12.5 - 37.8 arasinda degismistir. 2 primerin etkinligini ¢ok yiiksek bulmuslar ve bu
primerlerin 52 bugday1 ayirt etmede yeterli oldugunu bildirmislerdir [52].

Sofalian ve arkadaslart (2013) bazi arpa kiiltiivarlar1 arasindaki genetik ¢esitliligi
incelemisler, ISSR markir1 ve donmaya kars1 direngle iliskili fizyolojik 6zellikleriyle bu
markir lokusunun iliskisi kullanarak yaptiklar1 ¢alismada arazi ve sera sartlarinda 20
arpa genotipi belirlemislerdir. Kullanilan 10 ISSR primerinden 9’ unu polimorfik
bulmuslardir. Bu dokuz primerden her bir primer igin ortalama 6.78 bant ile toplam 61
bant tespit etmislerdir. 61 bandin 50’sini polimorfik 11’ini monomorfik bulmuslardir.
Polimorfizm orani ortalama % 82.29 olmak tizere % 62.5 - 100 arasinda degismistir.
FSI (Field Survival Index)’ ya gore ISSR markiriyla % 94 varyasyon belirlemislerdir.
Boylece ISSR markirlarimin  donmaya karsi toleransi tespit etmek amaciyla

kullanilabilecek giiglii bir markir oldugu sonucuna varmislardir [53].
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Deshmukh ve arkadaglar1 (2012) 14 RAPD ve 90 ISSR markirini kullanarak yaptiklar
caligmada kurakliga tolerans Ozelligi ile ilgili sulanan ve yagmurlu alanlardaki bugday
kiltiivarlar1 arasindaki mevcut genetik cesitliligi analiz etmeyi amaclamislardir. 5
kurakliga hassas ve 7 kurakliga toleransl kiiltiivart molekiiler analiz i¢in se¢mislerdir.
RAPD markirlarindan 1 tanesi % 18.6 polimorfizm orani ile kurakliga toleransli ve
hassas olan genotipleri ayirmistir. Kullanilan 90 ISSR markirinin 3 tanesi % 21.38

polimorfizm orani ile kurakliga tolerans ile iligkili bulunmustur [54].

Qian ve arkadaslar1 (2001) Cin’ de Yunnan ve Hainan olarak iki gruba ayrilan ve 20
Oryza granulata 6rneginden olusan bes popiilasyonla yaptiklari ¢alismada RAPD ve
ISSR primerlerini kullanmiglardir. Kullanilan 20 RAPD primerinde 199 bantin 61” inde
(% 30.65) polimorfik bant ve 12 ISSR primerinde 113 bandin 52’ sini (46.02)
polimorfik bulmusglardir. ISSR primerinin bes popiilasyondaki polimorfizm orani
RAPD’ den daha yiiksek olmasina ragmen her iki primerin de genetik cesitliligi
belirlemede diisiik seviyede oldugunu ortaya ¢ikarmiglardir [55].

Ammiraju ve arkadaslar1 (2001) hekzaploid bugdaydaki tohum agirligimnin ISSR markirt
ile iligkisini belirlemede agir tohumlu g¢avdar ve hafif tohumlu Chinese Spring
arasindaki c¢aprazlamadan olusan tek tohumu koken alan metodla gelistirilen 113
rekombinant kendilenmis hat (RILs) kullanilarak test ettikleri ¢alismada 10 ISSR
primeri kullanmislardir. Markirlardan 3 tanesinin gen etkisi ile hafif tohum boyutu
arasindaki iliski % 14,8 , % 9.5 ve % 6 olurken 4 markirin % 8 , % 4.6 , % 2.92 ve %
2.61 oranla agir tohum boyutuyla baglantili oldugunu ve birlikte tohum boyutunda
fenotipik varyasyona % 31’ lik katki sagladigini bulmuslardir. Nulli- tetrasomik ve di-
telosomik analizde ii¢ kromozomda sirasiyla 6 BL, 2 DL ve 1 DS QTL (Quantitative
trait loci) baglantili hafif tohum boyutuyla iligkili ii¢ markirin varhigini ortaya
cikarmiglardir. Calismalarinda ISSR markirinin tarimsal olarak 6nemli 6zellikleri

kontrol eden major ve minor genlerle iliskisini agik¢a gostermislerdir [56].

Ben El Maati ve arkadaslar1 (2004) basit ve radyoaktif olmayan bir metod gelistirmek
ve bilinen 28 bugday c¢esidi arasindaki genetik iliskiyi belirlemek i¢in ISSR primerlerini
kullanmiglardir. Diniikleotid sekansa sahip 6 ISSR primeri polimorfizmi ortaya
cikarmistir. Analiz edilen 28 6rnekten 27’ sini farkli genotip ve birini de Jauda ve Sais
(sinonim) in kiiltiivart olarak tanimlamiglardir. UPGMA dendrogrami olusturmuslar ve

cografik kokenle iligkili oldugu sonucuna varmislardir [57].
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Blair ve arkadaslar1 (1999) piring kiiltiivarlar1 arasindaki genetik gesitliligi
degerlendirmek ve piring genomundaki mikrosatellit motif sikligini1 analiz etmek i¢in
ISSR primerlerini kullandiklar1 ¢alismada, farkli SSR motifleri igeren toplam 32
primerle, kiiltiire alinan 59 pirinci amplifikasyon i¢in test etmiglerdir. ISSR analizi ile
piringte farkli SSR’ larin polimorfizm organizasyonu, sikligi ve seviyesi hakkinda
bilgiler edinmislerdir. ISSR analizi i¢in yaygin olan diniikleotid motifleri, seyrek olan
diger motiflerden daha uygun bulmuslardir. ISSR amplifikasyon 6rneklerini kiimeleme
analiziyle piring genotiplerini gruplandirmada kullanmislardir. Bu sonuglari da AFLP,
RFLP ve izoenzim markirlar i¢in ayni ¢esitlerin incelenmesinde kullanmiglardir. ISSR
parmak izinin kiiltiire alinmis piringlerin alttiirlerinin (Japonica ya da Indica’ ya ait)
genotiplerini ayirt etmek igin ve her alttiiriin gesitliligini hassas bir seviyede incelemek
icin kullanmiglardir. ISSR teknigi AFLP ve benzer PZR tabanli tekniklerden daha
yiiksek polimorfizm yiizdesi saglamistir. Boylece ISSR’in piring c¢esitleri arasindaki
genetik gesitliligi belirlemek ve kiiltiivarlar hizli bir sekilde tanimlamak i¢in degerli bir
yontem oldugunu kanitlamiglardir. Bu etkili genetik parmak izi tekniginin, ulusal ve
uluslararas1 germplazm merkezlerinde tutulan ¢ok sayida pirinci karakterize etmek i¢in

kullanigh olabilecegini gostermislerdir [58].

Farkli {ilkelerden elde edilen bugday genotiplerinin iliskilerinin karsilastiriimasi
genotiplerdeki degisimlerin anlasilmasinda Onemli olurken, 1slah ¢alismalarinda

kullanilabilecek degerli veriler de iiretmektedir.

Bugdaylar iizerinde yapilan polimorfizm belirleme ¢aligmalar ile kiyaslandiginda, basit
tekrarli diziler arasi polimorfizmi (ISSR) markirlarinin bugdaylarda polimorfizm
belirlemede diger markir sistemlerine gore daha kullanighi oldugunu gostermektedir.
Alinan sonuglar ISSR markir sisteminin bugday cesitlerinde genetik cesitliligin
belirlenmesinde etkin bir yontem oldugunu gostermistir. Elde edilen veriler,
bugdaylarda genetik ¢esitlilik konusunda yapilacak ¢aligsmalarda yol gdsterici olacaktir.
Calismada kullanilan gesitlerin genetik olarak farkliligin1 daha etkin tespit edebilecek
nitelikte molekiiler markirlarin gelistirilmesi, gelecekte planlanan 1slah ¢alismalarinda

daha fazla yarar saglayacaktir.

Sonug olarak genetik ¢esitliligin degerlendirilmesi ve uygun genotiplerin belirlenmesi
bitkilerin gen havuzlarinin zenginlestirilmesi ve 1slah programlarina 6nemli katkida

bulunmaktadir. Bu ¢alisma Azeri ve Tiirk bugdaylar1 arasindaki genetik iliskinin
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anlasilmasina katkida bulunmustur. Ote yandan fakli ploidi seviyelerine sahip
bugdaylarin, kiiltiir bugdaylar1 ile onlarin progenitorlari olan yabani bugdaylar

arasindaki iligkinin ortaya ¢ikarilmasina da katkida bulunmustur.
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EKLER

EK 1- UBC-815 Primerinden skorlanamayan genotiplerin tekrari
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EK 3- ISSR-16 Primerinden skorlanamayan genotiplerin tekrari

EK 4- ISSR-28 Primerinden skorlanamayan genotiplerin tekrari
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EK 5- Genetik benzerlikleri gosteren 162 x 162’ lik bir matriks
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