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Bu tez calismasinda, gen merkezi Anadolu olan bugdayin, kiiltiir formlar
siirlt bir genetik varyasyona sahip oldugu ic¢in, Anadolu’nun zengin yabani bugday
biyogesitliliginden yararlanilabilmesi maksadi ile bu tiirlerin genetik cesitlilik ve
benzerliklerinin RAPD-PCR teknigi kullanilarak belirlenmesi hedeflenmistir.

RAPD markor teknigi, Triticum L. ve Aegilops L. cinslerine ait tiirler ve bu
tirlere ait irklara ve kiiltir bugdayr olan Triticum aestivum’a ait genotiplerine
uygulanmustir. Kullanilan RAPD primerlerinden 16 tanesi yeterli polimorfik band
tiretilmesine neden olmustur. Toplamda 282 bant skorlanmistir. NTSYS-pc, 2.0
programi kullanilarak elde edilen dendogramlar neticesinde Triticum L. ve Aegilops
L’i. 3 ana kola ayrildigi goriilmektedir. Ilk kiimede A genomuna sahip
T.monococcum, T. boeoticum, T. urartu’nun yakin ¢iktig1 gériilmiistiir. Ikinci grupta
ise AB genomuna sahip T. turgidum ssp. dicoccum ve bunlarin yabani atasi olan T.
turgidum ssp. dicoccoides yer almustir. Ugiincii grupta ise Aegilops L. ve T.aestivum
yer almigtir. Bu kollara uzak olan dis grupta ise Urfa’da yetisen bir tiir olan
T.monococcum var. monococcum urfa bulunmaktadir. D genomuna sahip Ae.
cylindrica (CD), Ae tauschii (D), Ae crassa (DM) ve Ae vavilovii (DMS)’nin
Aegilops L. grubu i¢inde bir grup olusturdugu goriilmektedir.
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This thesis study was conducted to reveal the wide genetic diversity of the
Anatolian originated wild wheat species, in order to be used in the improvement
programs of the narrow genetic pool of the wheat cultivars, by RAPD-PCR
technique.

RAPDs was the molecular marker technique employed to the Triticum L. and
Aegilops L. species, including the cultivar Triticum aestivum. Selected 16 RAPD
primers were employed, and 282 fragments were scored. NTSYS-pc version 2.0 was
used to generate the dendograms that clearly classified the Anatolian Triticum and
Aegilops species into three major groups. The first group was occupied by T.
monococcum, T. boeoticum, T. urartu which own A genome. In the second group T.
turgidum ssp. dicoccum and its pregenitor T. turgidum ssp. dicoccoides that have
AB genome was observed. Third group was included Aegilops L. and cultivated
wheat T. aestivum. T.monococcum var. monococcum urfa which collected from Urfa
was out group. Ae.cylindrica (CD), Ae. tauschi i(D), Ae. crassa (DM) ve Ae.
vavilovii (DMS) that have D genome species had a subgroup in Aegilops L. cluster.
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1. GIRIS

Kiiltiirii yapilan Gramineae familyasma ait bugday, arpa, g¢eltik ve misir gibi
tahillar insan ve hayvan beslenmesinde diinyadaki ihtiyacin neredeyse yarisini
karsilamaktadir. Gramineae ailesi 10000’in {izerinde tiir icermektedir. Onemli
tahillardan celtik, bugday, musir, arpa, sorgum ve dar1 bu ailenin birer iyesidir.
Bunlardan bugday, gerek diinyada gerekse iilkemizde ekimi en ¢ok yapilan iiriindiir.
Diinyadaki yillik iiretimi yaklagitk 600 milyon ton civarmmdadir(Anonim, 2005).
Giliniimiize dek iiretilen bugday miktar1 insan niifusuna yeterli gelmekteydi. Fakat
hizla artan insan niifusu ve Ozellikle kiiresel 1sinma gibi yeni problemler iiretilen
bugdaym insan niifusuna oranla artmadigini gostermistir. Diger yandan Cin gibi
yiiksek niifuslu iilkelerin de gelir artisina paralel bugday tiiketimine yonelmeleri

diinyada bugday iiretimini stratejik hale getirmektedir.

Tiirkiye bugday tliretiminde diinyadaki biiyiik iireticiler arasinda yer almaktadir.
Swralamada, diinyadaki en biiyiik iiretici Cin olurken, sirasiyla onu Hindistan, ABD,
Rusya, Fransa, Almanya ve Tiirkiye izlemektedir. Tiirkiye’deki yillik bugday tiretimi
iklimsel ve cografik kosullara bagli olarak 16 ile 21 milyon ton arasinda
degismektedir. Bunun yaklasik 4 ile 6 milyon ton arasi makarnalik, kalani ise
ekmeklik bugdaydir. Ulkemizde, 2005 verilerine gore 9 250 000 hektar alanda
bugday ekimi yapilmis ve 21 500 000 ton {iriin elde edilmistir. Bu durumda dekara
verim 2324 kg (Anonim, 2005) olmustur. Bununla birlikte diinya tahil stoklarinda

son yillarda 6nemli oranda diisiisler gozlenmektedir.

Tiirkiye’de 2007 yili  verilerinin  beklenenin altinda olacagi tahmin
edilmektedir. Siiregelen olumsuz iklim kosullar1 ve sera gazlar1 etkisinin
Tiirkiye’deki bugday rekoltesini %10 civarinda diisiirecegi tahmin edilmektedir. Bu
sorun da, bugday 1slahinda katedilecek yolda hizlanmanin ve izlenen programlarda

molekiiler 1slah gibi alternatif bakislarin yer almasini giindeme getirmektedir.

Diinya niifusunun artmasina paralel olarak, bu bitkinin iiretiminin de artirilmas1

bir zorunluluktur. Klasik bitki 1slah1 programlar: ile gelistirilen verimli ve kaliteli



cesitlerle insanlarin beslenme gereksinimleri bugiine kadar karsilanmis olup
calismalar giiniimiizde de hizla siirmektedir. Buna karsin diinya tarimi degisen
biyotik ve abiyotik cevresel baskilar nedeniyle ciddi sorunlarla karsi karsiyadir.
Gelecekte ortaya ¢ikabilecek olan yeni hastalik ve zararlilar ile toprak ve atmosferde
olusan degisikliklerin bitkilere olan etkileri 6nceden bilinemez. Dolayisi ile, bu yeni
kosullara uyum saglayacak ¢esitlerin gelistirilmesinde kullanilacak olan genlerin de
neler olacagini tahmin etmek olanaksizdir. Kiiltiir ¢esitleri, gen yapilari bakimimndan
homojen hale gelmis olup, ilkel formlara ve yabani akrabalarina oranla ¢ok daha az
genetik ¢esitlilik icermektedir. Yabani tiirler ise, genis bir genetik tabani olan ve
kiiltiir bitkilerinin ileride ¢ikabilecek sorunlarmnin giderilmesinde ya da bitkilere yeni
ozelliklerin kazandirilmasinda énemli birer kaynak olusturan gen depolaridir (Ozgen
ve ark., 1995). Bu nedenle, gelecegin gen kaynaklarmi olusturacak olan tiim bitkisel
materyali koruma altina alma ¢alismalarina, bugiiniin insanlarinin en énemli gérevi

olarak bakilmaktadir.

Kiiltiir bitkilerinde genetik c¢esitlilik basarili bir 1slah ve yeni kiiltiir
varyetelerinin ortaya konulmasinda temel teskil etmektedir. Franco ve ark. (2001) na
gore genotiplerin fenotipik ve genetik c¢esitliliginin tanimlanmas1 muhafaza,
degerlendirme ve gen kaynagi olarak kullanilmasi yaninda 6n 1slah ve 1slah
programlarinda 6nemli yer tutmaktadir. Bugdayin genetik ¢esitliliginin bilinmesi,
atalarmin tanimlanmasinda ve genetik zenginligi yiiksek varyetelerin gelistirilmesi
icin  gereklidir. Bugday {retiminin arttirilmasma yonelik yapilacak 1slah
programlarinda bugdayin genetik g¢esitliliginin tanimlanmasi oncelikli konular
arasinda yer almaktadir. Melezlemeye dayali bugday 1slahinda genotiplerin cesitliligi
dikkate alinarak nihayetinde saf bir hat ve melez varyete eldesi amag¢lanmaktadir. Bu
acidan, genotiplerin ebeveynleriyle genetik benzerligi, genetik mesafeleri ortaya
konulmaya calisilmaktadir. Basarili bir 1slahta molekiiler markorlere dayali bir
calismay1 goz ardi etmemek gereklidir. Giinimiizde DNA temelli olarak kullanilan

kimi markor teknikleri olumlu sonuglar vermektedir.

Onceleri genetik markdrlerden morfolojik ve biyokimyasal markorler

kullanilarak (Miller ve ark., 1989) canlilarin biyogesitliligi tanimlanmaya



calisilmistir. Fakat bu markorlerin gevre faktorlerinden etkilenmesi ve az sayida

lokusu analiz sansmi tamimalari, kullanimlarinin azalmasmna sebep olmustur

(Tanskley, 1983; Tanskley ve ark., 1989).

DNA markorleri bitkilerin, hayvanlarin ve prokaryotik canlilarin genomlar1 ile
ilgili genetik caligmalarda biiylik kolaylik saglamistir. DNA temelli bir¢ok teknikten
biri olan RAPD teknigi (Welsh ve McClelland, 1990; Williams ve ark., 1990)
kolayligi, kullanishilig1 ve sekans bilgisi gerektirmemesi gibi 6zelliklerinden dolay1

one cikarak 6nemli bir arag¢ haline gelmistir (Gepts 1993; Karp ve ark., 1997).

RAPD, smirsiz sayida belirleyicinin kullanilarak bitkiler ve populasyonlar
arasindaki farklilig1 kiyaslama olanagi saglamaktadir. Bu yeni ara¢ ile, genetik
cesitlilik tespit edilebilmektedir (Demeke ve ark., 1996). RAPD teknigi daha dnce de
Triticum tiirlerinde (Cao ve ark., 1998; Sun ve ark., 1998; Bedo ve ark., 2000;
Czaplicki ve ark., 2000; Gupta ve ark., 2000) genetik temelin genisligi hakkinda bilgi
edinmek icin kullanilmistir. Ayrica kiiltiir bugdaymin genetik tanimlanmasinda
(Quiros ve ark., 1992; Malik ve ark., 1996), genomun parmakizi analizinde (Nybom
ve ark., 1989; Welsh ve Mclelland, 1990) ve gen tagging (Kelly ve ark., 1993)

uygulamalarinda basarili bir sekilde kullanilmistir.

Bu tez c¢aligmasinda, hem iilkemiz hem de diinya i¢in stratejik oneme sahip
olan bugdaymn degisen c¢evre ve iklim sartlarinda artan oranda ihtiyaci
karsilayabilmesi i¢in bu bitkinin gen kaynaklarindan etkin yararlanmanin yakin
gelecekte kagiilmaz oldugu gergeginden hareketle bu bitkinin Anadolu merkezli gen
kaynaklarmin karakterizasyonuna molekiiler genetik yontemlerini kullanarak katki
saglanmas1 ve siklikla kullanilan molekiiler genetik yontemlerinden RAPD-PCR
yonteminin yabani bugday tiirlerinin genis kapsamli karakterizasyonunda

kullanilabilirliginin belirlenmesi amaglanmaistir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI

2. 1. Bugdayin Sistematigi

Bugdaygiller (Gramineae=Poaceae) familyasinin Triticeae takimi, bugday
(Triticum, Aegilops), arpa (Hordeum), cavdar (Secale), yulaf (Avena), brom
(Bromus), ayrik (Agropyron) gibi cinsleri kapsar.

Triticum ve Aegilops cinslerinin, birgok 6zellik bakimindan birbirlerine olan
benzerlikleri olduk¢a fazladir. Ozellikle morfolojileri ve adaptasyon yetenekleri
acisindan bir¢ok benzer yonleri vardir. Bu yakinligin hassas bir sekilde belirlenmesi;
ozellikle cinslerin taksonomisi, filogenetigi, cografi dagilimlar1 ve bugday islahma

yonelik faydalarinin aragtirilmasinda belirleyici bir gii¢ olmustur.

Triticum ve Aegilops’larla ilgili ilk smiflandirma Linnaeus (1753) tarafindan
yapilmistir. Linnaeus her iki cinsi Triticeae takimina dahil etmis, 7riticum cinsinin
bugdaym kiiltiir formlarmi, Aegilops cinsinin ise bugdaym yabani atalarmni
kapsadigin1 ifade etmistir. Linnaeus calismalarinda ilk kez 5 Aegilops tiiriinii

tanimlamig, morfolojik ve fizyolojik farkliliklara gore ilk smiflandirmay1 yapmaistir.

Balkanlar’dan fran’m ortalarina, Misir’dan Kafkaslar’a kadar uzanan, Anadolu
ve yakin ¢evresini tiimilyle i¢ine alan bolgede saptanan Aegilops tiir ve varyetelerinin

morfoloji ve ekolojileri ise Boisser (1884) tarafindan tanimlanmagtir.

Bagka bir smiflandirmada (Schulz, 1913) bugdaylar, kaplica grubu
(einkorn=monococca= tek taneli), gernik grubu (emmer= iki taneli= dicoccoidea) ve
dinkel grubu (ekmeklik bugday= hexaploidae) olmak {izere {i¢ ana gruba; her grup da
kendi i¢inde “ciplak taneli kiiltiir formlar1®, “kavuzlu kiiltiir formlar1 ve “yabani

formlar* olmak iizere tekrar ii¢c gruba ayrilmistir (Cizelge 2.1).



Sakamura (1918), yapmis oldugu sitogenetik ¢aligmalar sonucu bugdaylar
arasinda kromozom sayilar1 bakimindan farkliliklarin oldugunu belirlemis olup,
temel kromozom sayis1 7 olarak tespit edilmistir. Buna gore einkorn serisi 14
kromozoma (2n=14) sahip olup, diploid grubu, emmer serisi 28 kromozoma sahip
olup, tetraploid grubu (2n=4x=28), ve dinkel serisi 42 kromozoma sahip olup,
(2n=6x=42) hekzaploid grubu i¢ine almaktadir.

Cizelge 2.1. Triticum tiirlerinin sistematik iliskileri ve smiflandirilmasi1 (Schulz,

1913).

Kiiltiire alinmis bugday

Yabani ata

Kavuzlu bugday

Kavuzsuz bugday

Einkorn serisi

T. aegilopoides

T. monococcum

Emmer serisi T. dicoccoides T. dicoccon T. durum
T. turgidum
T. polonicum
Dinkel serisi Bilinmiyor T. spelta T. compactum

T. vulgare

Zhukovsky (1928) yaptig1 calismalar sonucunda Aegilops cinsine ait toplam 20
tiir tespit etmistir. Bunlardan 11’inin diploid, 9’nun poliploid oldugunu ifade etmistir.
Tiirlerin morfolojik ozelliklerine ve cografi dagilimlarina iliskin ayrintili bilgi
vermistir. Ayn1 ¢calismada Anadolu’nun yerel ¢esidi olarak tanimlanan iki yeni tiire

(de. columnaris ve Ae. umbellulata) ait bilgiler yer almistr.

Eig (1929), Aegilops ve Triticum sistematigi iizerinde durarak, genel hatlariyla
kiiltliri yapilamayan cins i¢in Aegilops sifatimin kullanilmasini Onermistir. Eig
calismalarinda daha ¢ok tiirlerin morfolojik 6zellikleri lizerinde durmustur. Bolim,
tir ve varyetelerin belirlenmesinde yararlanilan morfolojik karakterlere iligkin
ayritili bilgiler vermistir. Bu arastirici, Aegilops’lart 2 alt cins, 6 boliim, 11’
diploid, 11’1 poliploid olan 22 tiir ve ¢ok sayida varyeteye aymrmigtir. Ayrica, Asya

kitasindaki 21 tiirden 13’iiniin Anadolu’ da bulundugunu belirtmistir.




Kihara (1940; 1954), Aegilops tiirleri arasindaki iligkileri genom analizlerine
bagli kalarak ele almig; boliim ve tiirlerin karyotip Ozelliklerini ve cografi
dagilimlarint degerlendirmistir. Calisilan 22 Aegilops tiirtinden 9’unun diploid,
9’unun tetraploid, 3’iiniin hekzaploid oldugunu ve poliploid tiirlerin diploid tiirler
arasindaki dogal melezlemelerle ortaya ¢ikan amfidiploidler oldugunu agiklamistir.
Arastirict, diploid genoma sahip 9 tiiriin bir yandan Aegilops’larin, diger yandan
poliploid bugdaylarin evrimine genom ya da genomlar vererek katkida bulundugunu

ifade etmistir.

Bu arastirict genom yakimliklarina gore diploid tiirleri asagidaki 3 grupta

toplamugtir:
1) C- grubu tiirler: Ae. caudata (C) ve Ae. umbellulata (Cu),

2) M- grubu tiirler: Ae. comoso (M), Ae. uniaristata (Mu), Ae. mutice (Mu),
Ae. squarrosa (MD),

3) S-grubu tiirler: Ae. speltoides (S), Ae. bicornis (Sb), Ae. longissima (S])

Stebbins (1956) ve Bowden (1959) tarafindan yapilan smiflandirmalarda da,
Triticum ve Aegilops’un Triticum cinsi altinda smiflandirilmasi  gerektigi

vurgulanmustir.

Zohary ve Feldman (1962) bugday grubunun Triticum ve Aegilops cinslerini
kapsadigin1 ve poliploidlerdeki evrimin amfidiploidi yoluyla olustugunu, bugtinkii
poliploidlerin ¢evre kosullarma en iyi uyum saglayan formlar olduklarini
belirtmislerdir. Caligmada, Tiirkiye’de farkli poliploid tiirlerin ve ara formlarin
birarada bulundugu, iilkemizin Aegilops formlarinin olusum ve evrim alan1 oldugu

vurgulanmustir.

Hekzaploid bugdaydaki li¢ genomdan ikisinin Aegilops tiirlerine ait olmas1
nedeniyle Morris ve Sears (1967), bugday ve onunla yakinligi olan cinslere iliskin

smiflandrmanin goézden gecirilmesi gerektigini vurgulamis, Aegilops cinsine ait



tiirleri 77iticum cinsinin tiirleri arasina dahil etmek gerektigini ve bunun sitogenetik

bulgulara da uygun diistiigiinii belirtmiglerdir.

Zohary (1970), yabani bugdaylarin bitkisel gen kaynaklar1 olarak Onemini
aciklamig ve bugday grubunun Triticum ve 22 yabani tiiri kapsayan Aegilops
cinslerini igerdigini One siirmiistiir. Arastirici, genomlar1 kiltiir bugdaylariyla
homolog olan yabani dort gen kaynagindan {igiiniin diploid (7. monococcum: A, Ae.
speltoides: B, Ae squarrosa: D), birinin tetraploid (7. dicoccoides: AB ve T.
timopheevi: AG) oldugunu aciklamigtir. Love (1982), tarafindan yapilan
siiflandirmada da bu cinslerin genetik iceriklerinin benzerligi nedeniyle tek cins
icinde bulunmalarmmm gerekliligi vurgulanmstir. Karsit goriiste olan arastiricilardan
Gupta ve Baum (1986) ile Hammer (1980) ise Triticum ve Aegilops’ un iki ayr1 cins

seklinde smiflandirilmasi tezini desteklemislerdir.

Van Slageren (1994), Aegilops ve Triticum’u iki ayr1 cins olarak ele almis ve
arastirmasinda toplam 22 Aegilops ve 4 Triticum tlirliniin cografi dagilim alanlar1 ile
tir ve cinslerin tanimlanmasinda kullanilan morfolojik karakterler iizerine

aciklamalarda bulunmustur.

Triticum ve Aegilops'a ait tiirler ister iki isterse tek cins altinda toplanmis
olsunlar, kiiltiir bugdaylar1 ile atalar1 olan yabani bugdaylar arasmda morfolojik,
genomik ve cografi iligkilerin bulundugu unutulmamalidir. Triticum ve Aegilops
cinsleriyle yakindan baglantili olan yabani ve Kkiiltlir tiirlerinin siniflandirilmasi

Cizelge 2.2°de gosterilmistir.



Cizelge 2.2. Kiiltlire alinmig bugdaylar ve yabani akrabalarmin siniflandirilmas: (Feldman ve ark.,1995).

Tiirler Genomlar Kavuzlu Kavuzlu Kavuzsuz

Diploid

Ae. speltoides S (=G) tamami | == e

Ae. bicornis gb tamam1 |- e

Ae. longissima g! tamam1 | e

Ae. searsii gs tamami e e

Ae. spuarrosa D tamami 00 |- e

T. urartu A tamami

T. monococcum A var. boecoticum var. monococcum var. sinskajae

(yabani einkorn) | (kiiltiire alinmig (kiiltiire alinmig einkorn)
einkorn)

Tetraploid (2n=28)

T. timopheevii AG var. araraticum var. timopheevi var. militane

T. turgidum AB var. dicoccoides (yabani | var. dicoccum (kiiltiire var. durum

emmer) alinmig emmer) var. turgidum

var. polonicum
var. carthlicum
var. turanicum

Hekzaploid (2n=42)

T. zhukovskyi AAG |- var. zhukovskyi | —--—--

T’ aestivum ABD |- var. spelta var. aestivum

var. macha var. compactum
var. vavilovii var. sphaerococcum




2. 2. Bugdayda Sitogenetik Temel ve Genom Kaynagi

Triticeae takimi i¢indeki melezleme olaylar1 genetik materyalin degisimine izin
verdigi gibi, amfiploidi ile poliploidlerin olusmasini da saglar. Poliploidler Triticum
tiirleri ile Aegilops cinsine ait diploid tiirler arasinda meydana gelen amfiploidi olay1
ile olusmuslardir (Kihara, 1954; Miller, 1987; Kimber ve Feldman, 1987; Dvorak ve
ark., 1993; Caligari ve Brandham, 2001). Poliploid bugdaylarin olugsmasma katki
saglayan diploid yabani tiirler koken olarak monofiletik olup, zamanla birbirlerinden
farklilagmiglardir. Bu farklilagsma tiiriin morfolojisinde, 6zel ekolojik gereksiniminde
ve cografi dagiliminda belirgin bir sekilde kendini gdsterir. Her diploid tiirtin farkli
bir genoma sahip oldugu sitogenetik verilerle de desteklenmektedir. Farkli
genomlarda taginan akraba kromozomlar birbirlerine ¢ok az ilgi duyarlar ve tiir aras1
hibritlerde diizenli bir eslesme meydana getirmezler. Boylece diploid tiirler arasinda

tam bir kisirlik ve iireme izolasyonu gergeklesir.

Diploid, tetraploid ve hekzaploid formlardan meydana gelen Triticum cinsinde
diploid diizeyde bulunan iki einkorn bugday tiirii vardir: Bunlar 7. monococcum L.
ve T. urartu Thum. tiirleridir. Bir tohuma sahip olan 7. monococcum bugday1 1834
ve 1884 yillar1 arasmmda Anadolu ve Yunanistan’da rapor edilmistir (Gill ve ark.,
2004). T. monococcum XKiiltire alinmis 7. monococcum monococcum (T.
monococcum L.) alttiirii ile 7. monococcum aegilopoides (Link.) Thell. yabanil
alttiiriinii kapsamaktadir. Ikinci diploid einkorn bugday1 olan T. wrartu ise sadece
yabani formda bulunur ve bu tiir 1938 yilinda Ermeni botanik¢i Thumanian

tarafindan isimlendirilmistir.

Tetraploid diizeyde iki tiir mevcuttur :
1. T. turgidum L. Bu grup degisik sayida kiiltlire alinmig alttiirli ve yabani

alttiir T. turgidum dicoccoides (Korn.) Thell’i icermektedir.

2. T. timopheevii (Zhuk.). Bu grup ise yabani alttiir olan 7. timopheevii
araraticum (Jakubz.) Mac Key ve kiiltiire alinmus alttlir 7. timopheevi timopheevii’yi

kapsamaktadir.
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Emmer bugdaymin yabani atasi olan ve iki tohum tasiyan 7. turgidum
dicoccoides, ilk kez Kornicke tarafindan 1873 yilinda arpa ile birlikte giiney
Suriye’de kesfedilmistir. Daha sonralar1 1910 yilinda Aaronsohn tarafindan Liibnan,
Suriye, Urdiin ve Israil’ de yeniden kesfedilmistir. Yapilan bu buluslar; 1886 yilinda
Candolle tarafindan onerilen “Yabani bugdaylar Firat Nehri havzasinda yetistigi i¢in,
bugday kiiltiirasyonu bu bolgeden baglamis olmalidir” seklindeki tezinin kabuliinii

saglamustir (Gill ve ark., 2004).

Hekzaploid grup bugdaylarm ise 7. zhukovskyi Menabde& Ericz. (AAAAGG

genomu) ve 7. aestivum (AABBDD genomu) olusturur.

Akdeniz cevresinin iklim sartlarina uyum saglamis 7. turgidum conv. durum
Desf. MacKey’dan (sinonim 7. durum Desf) en az 2.000 yil sonra kiiltiire alinmis
soguk iklime uyumlu 7. aestivum, T. turgidum (AABB genomu) ile D genomu
vericisi 7. tauschii (Coss.) Schmahl (= Ae. squarrosa) arasindaki hibridizasyon
sonucu olusmus ve giiniimiizden 7000 -8000 y1l 6nce (Huang ve ark., 2002), Verimli
Hilal’in disinda bir alanda, muhtemelen Hazar Denizi bolgesinde ortaya ¢ikmistir

(Van Zeist ve Bakker-Heeres, 1985 ).

T. zhukovskyi ise bir A genomu vericisi einkorn bugday1 (7. monococcum) ile
T. timopheevi’'nin (AAGG genomu) hibridizasyonu sonucu olugsmustur (Upadhya ve

Swaminathan, 1963; Miller, 1987; Kerby ve ark., 1990).

Ilk sitogenetik calismalar 7. monococcum’un tetraploid tiirlerdeki A
genomunun kaynagi olduguna isaret etmekteydi (Sax, 1922; Kihara, 1924; Lilienfeld
ve Kihara, 1934; Zohary, 1970). Fakat, einkorn serisinde ikinci bir tiiriin, yani 7.
urartu nun, bulunmasi poliploid bugdaylardaki A genomu kaynagi konusunda yeni
caligmalarin yapilmasini zorunlu hale getirmis ve A genomu kaynagmin 7. urartu
oldugu Chapman ve ark., (1976) tarafindan tespit edilmistir. Tohum depo

proteinlerinin immiinolojik Ozelliklerinin arastirildigi bir c¢alismada ise T.
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turgidum’daki A genomunun 7. urartu’dan, T. timopheevi’deki A genomunun ise 7.
monococum’dan koken aldigi sonucuna varilmissa da (Konarev ve ark., 1979),
Nishikawa (1984) esteraz varyasyonlar1 ile yaptig1r ¢caligmasinda her iki tetraploid
bugdaydaki A genomu kaynagmin 7. urartu oldugunu belirlemistir. Bu fikir Dvorak
ve ark., (1988 ve 1993) tarafindan poliploid serideki bugdaylarda yapilan tekrarlanan
niikleotit dizilerindeki varyasyonlarla ilgili bir ¢aligmayla desteklenmis ve tetraploid
bugdaylarin da i¢inde bulundugu poliploid serideki A genomu kaynagmin 7.

monococcum degil T. urartu oldugu ortaya ¢ikarimistir.

Tetraploid bugdaylarin ikinci genomlar, 7. turgidum’da B, T. timopheevi’ de
ise G genomlaridir. Bazi tekrarlanan niikleotit varyasyonlari, 6zellikle rRNA
genlerinin yapilar1 ile ilgili ¢aligmalar (Dvorak ve ark., 1989) ve tetraploid
bugdaylardaki cpDNA c¢aligmalar1 (Ogihara ve Tsunewaki, 1988) G genomu
kaynaginin 7. speltoides (Ae. speltoides) olduguna isaret etmektedir.

B genomu kaynagi konusunda ise uzun bir siiredir goriis Dbirligine
varilamamistir. Niiklear DNA (Dvorak ve Zhang, 1990; Sasanuma ve ark., 1995),
cpDNA ve mtDNA caligmalar1 (Miyashita ve ark., 1994; Terachi ve ark., 1990) B
genomu vericiligine en yakin tiir olarak Ae. speltoides’i isaret etmektedir. Bununla
birlikte muhtemel B genomu kaynaklar1 olarak Sitopsis seksiyonundan Ae.
longissima ve Ae. searsii’yi Oneren farkli calismalar da mevcuttur (Balyayev ve ark.,

2000; Feldman, 2001). Sekil 2.1°de bugday cesitlerinin kokeni sematize edilmistir.

Triticum ve Aegilops tiirlerinde dis morfolojik Ozellikleri ve kromozom
morfolojilerini kiyaslayarak 7. aestivum’daki D genomu vericisinin Ae. squarrosa
(Triticum tauschii) oldugu farkl ¢aligmalarla belirlenmistir (Kihara, 1944; Jones ve

ark.,1982).



Kiiltiire alinmig

Yabani Kavuzlu Kavuzsuz
Ae. speltoides yada T. monococcum T. monococcum ssp.
cok yakin akraba T. urartu ssp. aegilopoids aegilopoids (einkorn)
tiirler genom AA. genom AT genomA~ A
Ae. tauschii
Diploitler genom DL
2n=2x=14
T. turgi .
T. turgidum ssp. T. turgidum ssp. (dlljjrrg;gubrngs;apylt)jgrs%m
dicoccoides (yabani dicoccon (emmer) turgidum ssp. parvicocc'um
emmzzéjgnom genom AABB genom AABB
Tetraploidler
2n=4x=28 Kromozom| katlanmasi
T. aestivum ssp. T. aestivum ssp. aestivum (ekmeklik bugday)
spelta ssp. macha ssp. compactum genom AABBDD
genom AABBDD
Hegzaploidler
2n=6x=42

Sekil 2.1. Bugday cesitlerinin kokeni (Feldman, 2001).

12
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2.3. Bugdayin Kiiltiire Alinmasi ve Genetik Daralma

Ondokuzuncu ylizyilin sonlarma kadar tiim bugdaylar ayni soya ait hatlarin ve
melez tiirlerinin olusturdugu yliksek heterojenite gosteren yerel ¢esitlerden meydana
gelmis durumdaydi. Seleksiyonun ilk asamalari her seyden Once {iriin miktari, un
kalitesini artirmak, daha biiyiikk tohum elde etmek ve oldukca farkli iklim kosullarina
uyumun saglanabilmesi i¢in gerceklestirilmistir (Feldman ve ark., 1995). Genetik
cesitliligi orta ya da yiiksek diizeyde bulunan bir¢ok yerel ¢esit gliniimiizde de varligini
stirdiirebilmektedir. Fakat 0Ozellikle son yillarda modern 1slah programlarinin
uygulanmasi ile yerel cesitlerin yerini genetik bakimdan daha saf ve homojen olan
modern ¢esitler almaya baslamistir. Tarimda ilerleme saglanmasina ragmen bu tip
uygulamalarin bir sonucu olarak, bir¢ok bugday cinsinde genetik temel daraltilmis ve
genetik homojenite yiikseltilmis ancak bugdaym sahip oldugu bir¢ok genetik 6zelligin
yitirilmesiyle sonu¢lanmistir (Plucknett ve ark., 1983; Nevo, 2001). Genetik tabanin
daralmasma paralel olarak bugday veriminde bir artis saglanabilmistir. Cok farkli
cevresel ortamlara uyum icin se¢ilmis modern ¢esitlerin 6zel bolgesel adaptasyonlar igin
gereksinmeleri azaltilmistir. Fakat kiiltiir bugdaylarinin genetik temelinin daraltilmasi

ciddi risklerin ve kiiltiir ¢esitlerinin evrimi i¢in tehlikeyi de beraberinde getirmistir.

Son yillarda genetik ¢esitliligin kayb1 bazi bitki tiirlerinde hizli bir artis gdstermis
ve bu tiirlerin bircogunda hastaliklara, pestisitlere ve ¢evresel etmenlere karst direngte
zamanla Onemli bir diizeyde azalmaya neden olmustur. Bitki yetistiricilerine yiiksek
verimi ve genetik kararliligim1 devam ettirebilen daha dayanikli genetik kaynaklar

saglamak i¢in gen bankalar1 faaliyet gdstermektedir.

Yabani akrabalar ve yerel cesitler kiiltiir bitkilerinde genetik ¢esitliligin devam
ettirilmesinde ve iyilestirilmesinde yararli gen kaynaklari olarak gorev yapabilecek

potansiyele sahiptir. Bu bitkilerin sahip oldugu gen kaynaklarinda etkin bir sekilde



14

faydalanma yollarindan biri son donemlerde bitki i1slahinda biiylik 6neme sahip olan

molekiler markorlerdir.

2.4. Molekiiler Markorler

Protein ya da DNA'da bulunan polimorfizme dayanan "molekiiler markorler’in
gelistirilmesi; taksonomi, filogeni, ekoloji, genetik ve bitki 1slahinda aragtirmalar1 biiyiik

oranda kolaylagtirmigtir.

Molekiiler bir markoriin segilmesinde dikkat edilmesi gereken hususlar;

1. Yiiksek derecede polimorfik davranis,

. Dominant/kodominant kalitim

. Genomda sikg¢a bulunma,

. Genomda diizgiin dagilim,

. Kolay ulagim (satin alma veya hizli islemler sonucunda),

. Kolay ve hizli degerlendirme (otomasyona uygun islemle),

. Yiiksek tekrarlanabilirlik,

o N N n B~ WD

. Laboratuvarlar arasi kolay veri aligverisi.

Bu 6zelliklerin hepsi bir molekiiler markdrde bulunmamaktadir. Ancak ¢alismanin
amacma en uygun olani secerken yukaridaki Ozelliklerden en azindan birkaginin

birarada bulunmasi istenir (Tanskley 1993; Weising ve ark., 1995).

En fazla istenen markor, dayaniklilik geni ile baglantist bulunan, ¢ok degisik

genotiplerde ifade edilen ve fonksiyonel olandir (Kelly 1995).

Molekiiler markorler morfolojik ve DNA markorleri olmak {izere iki ana baglik

halinde incelenmektedir. Morfolojik markorler; protein yada enzim markorleri olabilir.
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Calismamizda da kullandigimiz DNA markorleri hibridizasyona dayali ve PCR
(Polimeraz Zincir Reaksiyonu)’a dayali markdrler olmak tizere iki alt grupta incelenirler.
Asagida PCR ve DNA markdrlerinden ¢aligmamizda kullandigimiz PCR’a dayali RAPD

markorleriyle ilgili bilgiler verilmistir.

2.4.1. PCR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu)

Tiim diinyada canlilar1 olusturan genetik yapmin ¢oziilmesi, ortaya cikarilan bu
yapidaki genlerin yerlerinin saptanmasi, islevlerinin anlasilmasi, iligkilerinin
belirlenmesi amactyla yiiriitiilen ¢aligmalar biiyilik bir hizla devam etmektedir. Bu amag
dogrultusunda, belirlenen hedefe ulagsmay1 kolaylastiracak, hizlandiracak yontemlerin
gelistirilmesi zorunlu hale gelmistir. Basit gibi goriinmekle birlikte, gelistirilen bu
yontemlerin en dnemlilerinden birisi Polimeraz Zincir Reaksiyonu ("Polymerase Chain

Reaction", PCR)'dir.

1985 yilinda Amerika Birlesik Devletleri'nde bulunan Cetus sirketine bagl olarak
calisan Henry A. Erlich, Kary Mullis ve Randall K. Saiki tarafindan gelistirilen metod
niikleik asitlerin canli organizma i¢inde bulunmadan, uygun kosullar altinda
cogaltilmasina dayanir. Polimeraz Zincir Reaksiyonu bir ¢esit in vitro (canli organizma
disindaki yapay ortam) klonlamadir. Her PCR, istenilen sayida tekrarlanabilen
dongiilerden olusur. Bir PCR dongiisli swrasiyla, deoksiriboniikleikasidin (DNA) iki
zincirinin  yiiksek sicaklikta birbirinden ayrilmasi ("Denaturation"); sentetik
oligoniikleotidlerin hedef DN A'ya baglanmasi ("Annealing") ve zincirin yeni ¢ift zincirli
DNA'lar olusturacak sekilde uzamasi ("Extension") asamalarindan meydana gelir
(Sekil2.2). Bu asamalarin her biri farkli sicakliklarda gergeklestirilir (sirasiyla 94°C-
98°C; 30°C-65°C; 72°C). PCR teknigi, tek ve ¢ift sarmalli DNA, ya da RNA i¢in
kullanilabilir.
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Sekil 2.2. PCR’1n ¢aligma mekanizmasi

PCR ile bir hedef DNA pargasindan milyonlarca cogaltmak miimkiindiir.
Reaksiyon baglatilmadan Once istenen sayida dongiliniin tekrarlanmasi saglanabilir.
Yontemin temeli, ¢ogaltilmak istenen bolgenin iki ucuna 06zgii, bu bdlgedeki baz
dizilerine tamamlayici olan, 18-20 baz uzunlugunda bir ¢ift sentetik oligoniikleotid
primer kullanilarak, bu iki primer ile smirlandirilan bdlgenin enzimatik olarak
sentezlenmesine dayanir. PCR'mm en 6nemli 6zelligi ¢ok az miktarda DNA ile calismaya
olanak saglamasidir. Bir PCR dongiisii i¢in gerekli olan bes ana madde vardir: DNA
ornegi, genelde genomik DNA; cogaltilacak bolgeyi sagdan ve soldan ¢evreleyen bir ¢ift
sentetik primer; deoksi-niikleotit-trifosfatlar (dNTP); yiiksek 1siya dayanikli DNA
polimeraz enzimi; uygun pH ve iyon kosullarmi (Mg>") saglayan tampon karigmm,

genelde MgCl, kullanilir.

PCR yontemi kolay uygulanabilir olmas1 ve hizli sonu¢ vermesi gibi avantajlart

nedeniyle, bircok farkli alanda kullanilabilmektedir. Bu alanlar soyle 6zetlenebilir:
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1) Kalitsal hastaliklarda tasiyicinin ve hastanin tanist,
2) Prenatal (dogum 6ncesi) tanida,
3) Klinik 6rneklerde patojen (hastalik yapabilecek) organizmalarin saptanmast,
4) Adli tipta,
5) Onkogenesisin (kanser yapan hiicrelerin olusum evresi) arastirilmasinda,
6) "Probe"(sonda) olusturulmasinda; klonlamada; gen tanimlamasi arastirmalarinda,
7) DNA dizi analizinde; biiyiik miktarda DNA 6rneklerinin olusturulmasinda,
8) Bilinmeyen dizilerin tayininde,
9) Ge¢cmis DNA'nin incelenmesi ve evrimin aydmlatilmasinda,
10) "Restriction Fragment Length Polymorphism" (RFLP) analizinde,
11) In vitro fertilization (canlhi hiicre disinda gerceklesen sperm yumurta birlesmesi)
yapilan tek hiicrede, implantasyon (dol tutma) oncesi genetik testlerin yapilmasinda ve
implantasyonun gerceklestirilmesi ile bebegin normal dogumunun saglanmasi sirasinda,
12) DNA-Protein interaksiyonunun (etkilesiminin) arastirilmasinda kullanilabilir
PCR'n kullanima ge¢mesiyle laboratuvar tanisinda ¢ok biiylik bir hiz ve kesinlik

kazanilmasi, birgok durumda radyoaktivite kullanimi gereksiz hale gelmistir.

Gliniimiizde PCR’a dayali olarak gelistirilen RAPD, SSR, AFLP, ISSR gibi belli
baslt markor teknikleri kullanilmaktadir.

2.4.2. RAPD (Rasgele ¢ogaltilmis polimorfik DNA)

RAPD markorleri PCR’a dayali bir teknik olup bireyler arasindaki genetik
polimorfizmin tespit edilmesine olanak saglayan bir aractir(Williams ve ark.,1990).

Bu teknikte oligontikleotitlerden olusan primerler kullanilir (genelikle 10 baz ¢ifti)
ve bu primerler kalip DNA’nin spesifik olmayan bolgelerine yapisir. Amplifikasyondan
sonra bireye ait karakteristik bantlar iiretilir. Uretilen PCR f{iriinleri genellikle %1.5’lik

agaroz jele etidyum bromiir ile igaretlenerek ytiklenir.
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RAPD teknigi tiirler aras1 ve populasyon i¢i polimofizmin ayirt edilmesinde kolay
bir teknik oldugu i¢in kullanimi hizla artmaktadir. Genellikle alloenzimler genetik
cesitliligi analiz etmede kullanilirken, RAPD teknigi alloenzimden daha fazla avantaja

sahiptir. RAPD genomdaki sinirsiz sayidaki markdriin ortaya ¢ikmasini saglar.

RAPD tekniginin bir diger avantaji ise On bir sekans bilgisi gerektirmemesidir.
Ayrica kiiglik bir laboratuvarda makul bir ekipman ve az bir DNA miktar1 (yaklagik

reaksiyon bagina 25 nanogram) ve radyoaktif olmayan analiz sans1 dogurmaktadir.

RAPD teknigi analizlerde uygulanirken yiiksek derecede dikkat gerektirmektedir.
RAPD parmakizi analizlerinde prensiplerden biri de reaksiyon kosullarina ¢ok duyarl
olmasidir. Sicaklik, kullanilan polimeraz tipi, magnezyum konsantrasyonu, Taq DNA
polimeraz ve DNA konsantrasyonundaki c¢ok kiigiik degisiklikler amplifikasyon
iriinlerinin tekrarlanabilme giivenilirligini degistirebilmektedir (Williams ve ark., 1990;

Klein-Lankhorst ve ark., 1991).

RAPD, uygunsuz primerlerin kullanimindan kaynakli istenmeyen bir band
yogunluguna neden olabilmektedir. Bu yilizden reaksiyon kosullarmin standart hale
getirilmesi, insan tarafindan yapilabilecek hata ihtimalini diisiirmesi agisindan 6nemli

hale gelmektedir.

RAPD teknigi Triticeae takimindaki tiirlere has molekiiler markdrler tliretilmesinde
de kullanilmaktadir. Boylelikle diinyadaki bir¢ok laboratuvarda bugdaylarin genetik

cesitliliginin belirlenmesinde kullanilmaktadir.
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Vierling ve ark. (1992), RAPD markorleri ve PCR teknigini kullanarak diploid
bugday tiirleri olan 7. monoccocum ve T. urartu (2n=2x=14 ) arasindaki genetik
cesitliligi incelemislerdir. 7. urartu’da T. monoccocum’a gore amplifiye polimorfik band
iiriinii daha fazla gézlenmistir. UPGMA analizleri 7. monoccocum ve T. urartu tiirleri
arasinda yiiksek oranda bir benzerlik oldugunu gostermistir. Arastiricilar bu sonuglartyla
RAPD markérlerinin genotipler arasindaki genetik akrabaligin tespitinde faydali araglar

oldugunu belirtmislerdir.

Castagna ve ark. (1997), 49 T. urartu aksesyonu arasindaki genetik cesitliligi
belirlemek amaci ile RFLP ve RAPD markor tekniklerini kullanmiglar ve sonuglarini
kiyaslamiglardir. 28 RFLP ve 29 RAPD primeri kullanilarak 155 tanesi polimorfik olan
451 bant elde etmiglerdir. Ermenistan kdkenli 3 aksesyon ayn1 grupta yer almis ve diger
tiim aksesyonlardan ayrilmistir. Genetik benzerlik ve fenotipik kiyaslamalarda RAPD ve
RFLP markorleri tiir icinde benzerlik gosterirken tiirler arasmda kiyaslamayi pek

miimkiin kilmamislardir.

Fahima ve ark., (1999) RAPD yontemini kullanilarak, Tiirkiye ve Israil’den
toplanan 11 populasyondan bugdayin yabani atasi oldugu diisiiniilen tetraploid 110
genotipteki genetik cesitliligi arastrmislardir. Sonuclar RAPD markérlerinde Israil ve
Tiirkiye kokenli populasyonlar arasinda yiiksek bir genetik cesitlilik oldugunu
gostermektedir. On primer kullanilarak elde edilen 59 RAPD bantinin 48’1 polimorfik 11
adedi ise monomorfik 6zellik gostermistir. Arastiricilar ¢aligmalarmin sonuglarina gore
RAPD markérlerinin yabani Tritucum dicoccoides materyalinin genetik cesitliliginin
tahmin edilmesinde ve zirai agidan Ooneme sahip bugdaymn gelistirilmesinde faydali

olduklarmi bildirmislerdir.
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Mukhtar ve ark. (2002), Pakistan’in farkli bolgelerinden toplanan 20 kiiltiir
genotipinin arasindaki genetik cesitliligi RAPD markorleri kullanarak incelemislerdir.
Kullanilan 50 RAPD primerinin % 64.38’1 polimorfik olan toplam 445 band elde
etmislerdir. Bugday genotipleri; biiyiik bir grup (A) ve iki kiigiik guruba (B ve C)
ayrilmislardir. Aragtiricilar yaptiklar: bu ¢aligmayla bugday 1slahinda ve iilkenin bugday

iiretiminin artiginda dnemli katkilar saglayabilecegini bildirmislerdir.

Kudryavtsev ve ark. (2003), 64 makarnalik bugday arasindaki genetik akrabaligi
RAPD markdrleri kullanarak géstermeye calismislardir. RAPD markérleri ve x° (ki-
kare) test sonuglar1 alinan gruplar arasinda incelenmistir. Arastirmacilar ortaya c¢ikan
korelasyonda RAPD metodunun c¢alisilan materyalde genetik ¢esitliligin tespit

edilmesinde tam belirleyici olmadigmi bildirmiglerdir.
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Bu calismada; Poaceae (bugdaygiller) familyasinda yer alan Triticum L. ve

Aegilops L. cinslerine ait tiirler ve bu tiirlere ait irklardan olusan; toplam 63 yabani
bugday genotipi ve dis grup olarak ta ii¢ adet kiiltiir bugday1 genotipi kullanilmigtir.
Toplamda 66 bugday genotipi ile ¢aliyma devam ettirilmistir.

Bu calismada kullanilan yabani bugday Ornekleri, Tarla Bitkileri Merkez
Arastirma Enstitiisli, Uluslararas1 Bahri Dagdas Tarimsal Arastirma Enstitlisii ve Afyon

Universitesi Akademik personeli Saym Muhsin Konuk ve ekibinden temin edilmistir

(Cizelge 3.1).

Cizelge 3.1. Calismada kullanilan Triticum , Aegilops cinsleri ve kiiltlir bugdaylarina ait

aksesyon numaralar1 ve kaynak bolge

Sira | Tiir adt Aksesyon Kaynak bolge

no no

1 T .monococcum_var. boeticum TUR 00678 | Adiyaman-Siverek yol ayrimi

2 T monococcum var. boeticum TUR 00678 | Adiyaman-Siverek yol ayrimi

3 T .monococcum var. boeticum TUR 00844 | Tarla Bitkileri Merkez Arastirma
Enstitiisii

4 T. monococcum var. boeticum TUR 00844 | Tarla Bitkileri Merkez Arastirma
Enstitiisii

5 T monococcum var. boeticum TURO00854 | Sanlwrfa, Hilvan'dan 2 km Kuzey

6 T monococcum var. boeticum TURO00854 | Sanlwrfa, Hilvan'dan 2 km Kuzey

7 T monococcum TUR 01753 | Tarla Bitkileri Merkez Arastirma
Enstitiisii

8 T. monococcum TUR 01753 | Tarla Bitkileri Merkez Arastirma
Enstitiisii

9 T. monococcum var. monococcum TUR 03405 | Tarla Bitkileri Merkez Arastirma
Enstitiisii
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10 T. .monococcum var. monococcum TUR 03405 | Tarla Bitkileri Merkez Arastirma
Enstitiisii
11 T. monococcum var. monococcum TUR 03405 | Tarla Bitkileri Merkez Arastirma
Enstitiisii
12 T. monococcum var. monococcum TUR 03563 | Tarla Bitkileri Merkez Arastirma
Enstitiisii
13 T. monococcum var. monococcum TUR 03563 | Tarla Bitkileri Merkez Arastirma
Enstitiisii
14 T. monococcum var. monococcum TUR 03563 | Tarla Bitkileri Merkez Arastirma
Enstitiisii
15 T. monococcum var. monococcum TUR 03561 | Kastamonu, Arag, Beyture
16 T. monococcum var. monococcum TUR 03561 | Kastamonu, Arag, Beyture
17 T. monococcum var. monococcum TUR 03561 | Kastamonu, Arag, Beyture
18 T. monococcum var. monococcum TUR 03559 | Tarla Bitkileri Merkez Arastirma
Enstitiisii
19 T. monococcum var. monococcum TUR 03559 | Tarla Bitkileri Merkez Arastirma
Enstitiisii
20 T. monococcum var. monococum Sarnigtepe karakolu 36. paralel Suriye
sinirt URFA
21 T. monococum var. monococum Sarnigtepe karakolu 36. paralel Suriye
sinirt URFA
22 T. monococcum var. urartu TUR 00853 | Sanlwrfa, Hilvan'dan 2 km Kuzey
23 T. monococcum_var urartu TUR 00853 | Sanlwrfa, Hilvan'dan 2 km Kuzey
24 T. monococcum var. urartu TUR 00705 | Adryaman, Ekinci K'den 7 km Kuzey
25 T. monococcum var. urartu TUR 00705 | Adryaman, Ekinci K'den 7 km Kuzey
26 T. dicoccum TUR 03588 | Sinop, Duragan, Candagi
27 T. dicoccum TUR 03588 | Sinop, Duragan, Candagi
28 T. dicoccum TUR 03588 | Sinop, Duragan, Candagi
29 T. dicoccum TUR 03560 | Tarla Bitkileri Merkez Arastirma
Enstitiisii
30 T. dicoccum TUR 03560 | Tarla Bitkileri Merkez Arastirma
Enstitiisii
31 T. dicoccum TUR 03562 | Tarla Bitkileri Merkez Arastirma
Enstitiisii
32 T. dicoccum TUR 03565 | Tarla Bitkileri Merkez Arastirma
Enstitiisii
33 T. dicoccum TUR 03565 | Tarla Bitkileri Merkez Arastirma
Enstitiisii
34 T. dicoccum TUR 02453 | Sinop, Duragan, Golyeri
35 T. dicoccum TUR 02453 | Sinop, Duragan, Golyeri
36 T. dicoccum TUR 02453 | Sinop, Duragan, Golyeri
37 T. dicoccoides TUR 03399 | Diyarbakir, Karacadag, Egricay
38 T. dicoccoides TUR 03371 | Diyarbakir, Karacadag, Karacadag ilg.
1 km Giliney
39 T. dicoccoides TUR 03371 | Diyarbakir, Karacadag, Karacadag ilg.
1 km Giliney
40 T. dicoccoides TUR 03369 | Tarla Bitkileri Merkez Arastirma
Enstitiisii
41 T. dicoccoides TUR 03369 | Tarla Bitkileri Merkez Arastirma
Enstitiisii
42 T. dicoccoides TUR 03388 | Tarla Bitkileri Merkez Arastirma

Enstitiisii
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43 T. urartu TUR 01505 | Tarla Bitkileri Merkez Arastirma
Enstitiisii

44 Ae. ovata Giimiigsu mevkii- URFA

45 Ae. ovata Giimiigsu mevkii- URFA

46 Ae. umbellulata TUR 01036 | Tarla Bitkileri Merkez Arastirma
Enstitiisii

47 Ae. umbellulata TUR 01036 | Tarla Bitkileri Merkez Arastirma
Enstitiisii

48 Ae. cylindrica Ulusl. Bahri Dagdas Tarimsal Aras.
Ens.

49 Ae. cylindrica Ulusl. Bahri Dagdas Tarimsal Aras.
Ens.

50 Ae. cylindrica Ulusl. Bahri Dagdas Tarimsal Aras.
Ens.

51 Ae. tauschii TUR 02554 | Tarla Bitkileri Merkez Arastirma
Enstitiisii

52 Ae. tauschii TUR 02554 | Tarla Bitkileri Merkez Arastirma
Enstitiisii

53 Ae. biuncialis TUR 00385 | Tarla Bitkileri Merkez Arastirma
Enstitiisii

54 Ae. biuncialis TUR 00385 | Tarla Bitkileri Merkez Arastirma
Enstitiisii

55 Ae. triuncialis TUR 01098 | Tarla Bitkileri Merkez Arastirma
Enstitiisii

56 Ae. crassa Sarnigtepe karakolu Giimiissu Mevkii-
URFA

57 Ae. crassa Sarnigtepe karakolu Glimiissu Mevkii-
URFA

58 | Ae. quet Afyon Kocatepe Uni. Akademik
Personeli Muhsin Konuk

59 | Ae. quet Afyon Kocatepe Uni. Akademik
Personeli Muhsin Konuk

60 Ae. vavilovii TUR 01248 | Tarla Bitkileri Merkez Arastirma
Enstitiisii

61 Ae. speltoides ligustica TUR 03354 | Tarla Bitkileri Merkez Arastirma
Enstitiisii

62 Ae. columnaris TUR 00227 | Tarla Bitkileri Merkez Arastirma
Enstitiisii

63 Ae. columnaris TUR 00227 | Tarla Bitkileri Merkez Arastirma
Enstitiisii

64 T. aestivum(Bezostaja) Ulusl. Bahri Dagdas Tarimsal Aras.
Ens.

65 T. aestivum( Gerek79) Ulusl. Bahri Dagdas Tarimsal Aras.
Ens.

66 T. aestivum( Gerek79) Ulusl. Bahri Dagdas Tarimsal Aras.

Ens.
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3.2. Metot

3.2.1. Materyalin Elde Edilmesi

Yabani ve kiiltiir bugday tohumlar1 Selguk Universitesi Ziraat Fakiiltesi’ne ait tam
kontrollii serada saksilarda ¢imlendirilmis, bitkilerin boylar1 30-40 cm’e ulastiklarinda
(Sekil 3.1) DNA izolasyonu i¢in Ornekler alinmistir. Bitkilerin gen¢ yapraklarindan

alman Ornekler Oncelikle sivi azot icinde dondurulup, ileri asamalardaki DNA

izolasyonu i¢in — 80 °C’de derin dondurucuda depolanmuistir.

Sekil 3.1. DNA izolasyonunda kullanilan bazi bugday genotiplerine ait ornekler. T.
monococcum var. boeoticum (a),7. monococcum var. monococcum (b), 7. monococcum

(c), Ae. speltoides (d), Ae. vavilovii (e), Ae. buincialis (f).
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Sekil 3.1’in devami. Ae.crassa, (g), Ae. tauschii (h).
3.2.2. DNA Izolasyonu ve Saflagtirilmasi
DNA izolasyonu i¢in yapilan 6n denemelerde en uygun yontemin 2XCTAB (cetil
three metil amonyum bromid) yontemi oldugu belirlenmistir. 2XCTAB metodunda

kullanilan ekstraksiyon ¢ozeltisi asagidaki gibi hazirlanmistir:

Cizelge 3.2. 2XCTAB ¢0zeltisinin bilesenleri

2X CTAB (Cozeltisinin Hazirlanmasi (125 ml)

NaCl 1023 g
Tris 1M (pH=8) 12.5¢
CTAB (cetil three metil amonyum bromid) 2.5¢g
EDTA (0.5 M) 5.0 ml

Sodyum bisiilfit 0.63 g
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Soliisyonun son hacmi deiyonize su ile 125 ml’ye tamamlanmistir. 2XCTAB
soliisyonu hazirlandiktan sonra izolasyonda kullanilmadan hemen 6nce %1 hacim/hacim
olacak sekilde p-mercaptoethanol ile karistirilmistir (Ornegin: 25 ml CTAB ile 250 pl
mercaptoethanol). Daha sonra DNA izolasyonu prosediiriine devam edilerek izolasyona

baslanmustir.

Izolasyon asamalar1 asagida verilmistir;

1-)Bitkideki DNA igeriginin zarar gdrmemesi i¢in -80 °C’de saklanan 6rnekler ayri ayri
ici azot dolu havanlara konulur.

2-)Havana konulan 6rnekler steril topuzlar araciligr ile toz haline gelinceye kadar ezilir.
3-)Toz haline getirilen 6rnekler 2 ml steril eppendorf tiiplere alinir.

4-)Eppendorf tiiplerdeki oOrnekler {izerine 750 ul 2XCTAB B-mercaptoethanol
¢oOzeltisinden ilave edildi.

5-)Ornekler agizlar1 parafilmle kapatilarak 65 derecelik blok isiticida, her birkag
dakikada bir ¢evrilerek, 30 dk siireyle bekletildi.

6-)Blok 1siticidan ¢ikarilan orneklerin {izerine 750 pl kloroform:izoamiloalkol (24:1)
ilave edildi.

7-)Ornekler santrifiij cihazina alarak 25 °C’de, 7000 rpm’de 5 dk siireyle santrifiije
tabii tutuldu.

8-)Santrifiij islemi tamamlandiktan sonra tiiplerin ist kismindaki sivi faz 1.5 ml lik
ependorf tiiplere alinir.

9-)Swv1 faz kismi alinan tiiplere 300 pl kloroform:izoamiloalkol (24:1) ilave edilerek
15000 rpm’de 5 dk siireyle tekrar santrifiij edildi.

10-)Tiiplerin iist kisminda olusan faz alinarak daha dnceden alinan sivi faza eklenir ve
tizerlerine toplam hacmin 3/5 kadar izoamilalkol ilave edildi.

11-)Olusan yeni karisim tekrar 15000 rpm’de 5 dakika siire ile santrifiij edilmistir. DNA

peleti olusumu gozlendikten sonra pelleti diistirmeden tiiplerdeki izoamilalkol dokiiliir.
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12-)Diplerinde DNA peletleri bulunan tiiplere 1 ml %70’lik etanol ilave edilmistir.
Ornekler 5 dk siireyle 15000 rpm’de santrifiij edildi.

13-)Tiiplerdeki etilalkol de DNA peletine zarar vermeden tiiplerden uzaklastilir.
14-)Kurumaya birakilan peletlerin iizerine daha sonra 100 pl 1XTE (Tris- EDTA
Buffer) ilave edilmis ve DNA’nin ¢oziinmesi saglandi.

15-)Ornekler agizlar1 parafilmle sarilarak -20 derece derin dondurucuya kaldirildu.

3.2.3. DNA Konsantrasyonunun Spektrofotometrik Olciimii

Niikleotidlerin heterosiklik halkalar1 260 nm dalga boyunda maksimum
absorbsiyon 06zelligi gosterirler. Bu nedenle 260 nm’de Slgiilen absorbsiyon degerleri
(Aze0) oldukga saf olarak izole edilen niikleik asitlerin mikrogram diizeyinde
miktarlarinin belirlenmesinde kullanilir. Protein miktar1 ise 280 nm’de belirlenir.
As60/Azgo degeri ise DNA’nin safligin1 gosterir. Cift zincirli DNA molekiilleri i¢in, 1
optik dansitenin (OD) 50 pg/ml’ye karsilik geldigi bilinmektedir. Buna gore ¢ift zincirli

DNA icin miktar belirlenmesinde asagidaki formiilden yararlanilmistir:

DNA (pg/ml) = 260 nm’deki OD (Absorbans degeri) x sulandirma orani x 50

Calismada 100 pl steril 1XTE tampon c¢ozeltisinde c¢oziilen DNA’larmn
konsantrasyonlar1 Eppendorf marka (Biophotometer) spektrofotometre (Sekil 3.2) ile
260 ve 280nm dalga boylarinda (OD260/OD>g) okunmus ve konsantrasyonlari steril saf
su ile 20ng/ul olacak sekilde esitlenmistir. Bu Orneklerden esit miktarlarda % 1’lik
agaroz jelinde (1XTE tamponunda) yiiriitiilerek konsantrasyonlarmin esitligi gozle de

gbzlenmis ve DNA’larin par¢calanmamis olduklar1 belirlenmistir.
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Sekil 3.2. DNA konsantrasyonunu 6l¢mede kullanilan spektrofotometre

3.2.4. RAPD-PCR Standardizasyonu

RAPD-PCR kosullar1 standardisazyonu ic¢in genomik DNA, rastgele primer,
MgClL, dNTP, Tag DNA polimeraz konsantrasyonlar1 yapilan 6n denemelerle optimize
edilmistir. RAPD-PCR analizinde toplam 16 adet uygun sonu¢ veren RAPD primeri
kullanilmistir (Cizelge 3.3).
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Cizelge 3.3. RAPD analizlerinde kullanilan primerler, baz diziligleri, GC (%) oranlar1

ve Ty, 1silar1 (°C)

Primer Primer dizini (5°—3°) #GE T (°C)
ismi oranlan
1 | RAPDBI | 5’- CCCGCCGTTG-3’ 80 34
2 | RAPDB2 | 5’-TGCGCCCTTC -3’ 70 34
3 | RAPDB3 | 5’-GATGACCGCC-3’ 70 34
4 | RAPDB4 | 5’-CTCACCGTCC-3’ 70 34
5 | RAPDB5 | 5-GACGGATCAG-3’ 60 32
6 | RAPDB6 | 5’-CCGATATCCC -3’ 60 32
7 | RAPDBS | 5’-ACGGTACCCC-3’ 60 32
8 | RAPDB9 | 5’-CCAGCGTATT -3’ 50 30
9 | RAPDBI0 | 5’-CTACTGCGCT-3’ 60 32
10 | RAPDBI3 | 5’-TTCAGGGTGG -3’ 60 32
11 | RAPDB14 | 5-TCCTGGTCCC -3’ 70 34
12 | RAPDBIS5 | 5’-ACCGTTCCAG-3’ 60 32
13 | RAPDBI8 | 5’-GAGTCAGCAG-3’ 60 32
14 | CRAPDY | 5’-CCTGGGTTCC-3’ 70 34
15 | RAPDL4 | 5’AAGAGCCCGT -3’ 60 32
16 | RAPDL6 | 5°- CCCGTCAGCA- 3’ 70 34

3.2.5. RAPD-PCR Karisimi

Reaksiyonlar 2 pl DNA + 23 ul karisim (reaction mix) olacak sekilde 25 pl
hacimde ince ¢eperli, 0.2 ml RNase ve DNase-free PCR tiiplerinde ger¢eklestirilmistir.
PCR’da kullanilan molekiiler biyoloji hassasiyetindeki kimyasallar ve miktarlar1 ¢izelge
3.4°de verilmistir. PCR uygulamalar1 Techne Thermo Mastercycler Gradient Thermal
Cycler (Sekil 3.3) cihazinda gergeklestirilmistir. Cihazin kapak sicakligi 105 °C ve blok
sicakligit 94 °C olacak sekilde ayarlanmistir. Bu ayarlamanin amaci PCR sirasinda
reaksiyon karisiminin tiiplerden buharlasmasini engellemektir. Her bir 0.2 ml’lik PCR
tiiplerine 2 pl DNA ilave edilerek iizerine hazirlanan karisimdan 23 pl konulmustur.

Boylelikle tiiplerdeki toplam hacim 25 pl olmustur.



Sekil 3.3. Techne Thermo Mastercycler Gradient Thermal Cycler PCR cihazi

Cizelge. 3.4. PCR reaksiyon karigimi bilesenleri ve miktarlari

Reaksiyon karisimi

25 pl Reaksiyon Ortaminda Bulunan Miktar

DNA miktar1 (20 ng/ul) 2ul
10x Taq tampon ¢dzeltisi (Bioron) 2.5u
25 mM MgCl2 (Bioron) 2.5ul
Her birinden 25 mM olacak sekilde | 0.4 ul
dNTPs (Lavron)

Primer (50 pmol/pl) 0.5ul
5 nite/ul Taq DNA polimeraz | 0.3 pl
(Bioron)

ddH,O (PCR hassasiyetinde su) 16.8 ul

30
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3.2.6. RAPD-PCR Kosullan

PCR reaksiyonunda ¢ift zincirli DNA 90-95 °C arasindaki sicaklikta denatiire
olmaktadir. Bu nedenle, ¢alismada 94 °C’de 60 saniye denatiirasyon siiresi iyi sonug
vermistir. Ikinci asamada, zincirleri ayrilan DNA’ lara primerin komplementeri
(bileseni) olan bolgeye baglanma sicakligi olan 30-60 °C’ye diisiiriilmesi gerekmektedir
Calismada primerlerin Tm 1silarina gore degisen sicakliklarda baglanma sicakligi
uygulanmistir (28-64°C). Genelde primerlerin Tm 1silarinin 1-2 °C altindaki sicakliklar
amplifikasyon yoOniinden olumlu sonuglar vermistir. Bu sicakligi takiben baglanan
primerlerin 7ag DNA polimeraz ile ¢ogaltilmast i¢in 70-75 °C arasinda bekletilmesi
gerekmektedir. 72 °C’ de 2 dakika extnsion (uzama) sicaklik ve siiresi verilmistir. Bu
dongtiler 46 kez tekrarlanis ve en son 72 °C’ de 10 dakika son uzama siiresi verilmistir.
PCR iiriinleri gerektiginde -20°C’de buzdolabinda saklanmig ve daha sonra agaroz jel

elektroforezde yiiriitiilmiistiir..

Ornek olarak:

* 94 °C ----60 saniye————

* 32 °C ----60 saniye X 46 dongii
* 72 °C ----- 2 dk

*72°C ----10 dk

* 4 °C ----bekleme sicaklig1

3.2.7. Agaroz Jel Elektoforezi ve Dokiimantasyon

PCR cihazindan ¢ikarilan iirlinler bant goriintiilerinin elde edilebilmesi ig¢in
elektroforez islemine tabii tutulmuslardir. Elektroforez islemi elektroforez tanki i¢inde
gerceklestirilmistir. Tank i¢ine elektrolit ¢ozelti konulmustur. Daha sonra hazirlanan
agaroz jeldeki yuvalara, Onceden loading-dye boyalar1 konulmus PCR iiriinleri,
yiiklenerek elektrik akimina (60 V) maruz birakilmislardir. Nihayetinde olusan bantlar
UV 15181 altinda goriintiilenerek fotograflart alinmis ve skorlamalarinin yapilabilmeleri

icin elektronik ortama aktarilmiglardir.
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3.2.8. %2’lik Agaroz Jelin Hazirlanmasi ve Dokiilmesi

PCR islemi tamamlandiktan sonra RAPD yontemiyle ¢cogaltilan DNA 6rneklerinin
elektroforetik ayirimi i¢in agaroz jel (Serva Inc.) kullanilmistir. PCR iirtinleri %2’°lik
agaroz jelde yiirtitiilmiistiir

Jel hazirlanirken agaroz, erlenmayerde 1X yogunluktaki TBE tampon ¢ozeltisi
iginde yiiksek sicaklikta 350-500 °C’de bir mikrodalga firin i¢inde 2-3 dk kaynatilarak
eritilmigtir. Agarozun tam anlamiyla eriyebilmesi i¢in belli araliklarla ¢ozeltiyi hafifce
sallamak suretiyle seffaf bir goriintii elde edinceye kadar iglem bu sekilde devam
ettirilmistir. Sogumaya birakilan jel beklenirken, jelin dokiilecegi tepsiye DNA
orneklerinin yiiklenecegi yuvalarin olusmasi i¢in ¢ok disli (40 disli) bir tarak
yerlestirilmigtir. Daha sonra sogumakta olan jelin i¢ine olusan bantlarin goriintiileme
cihazinda UV 1s18inda goriintiilenebilmeleri i¢in DNA’ya baglanma 6zelligine sahip
olan etidyum bromiirden yaklagsik 10 pg/mL olacak sekilde jele ilave edilmistir.
Sogutulan eriyik jel, kalibinda ve taraklarn bulundugu bdlgelerde hava kabarcigi
olusmamasina dikkat edilerek tepsiye dokiilmiistiir. Jelin donmasimin ardindan taraklar
dikkatli bir sekilde ¢ikarildiktan sonra jel kaseti, jel ile birlikte elektroforez tankinin
icine yerlestirilmigtir. Daha sonra hazirlanan 1XTBE elektrolit ¢ozeltisinden jelin iist

kismini kapatacak kadar elektroforez tankina dokiilmiistiir.

3.2.9. PCR Uriinlerinin Agaroz Jele Yiiklenmesi

PCR sonucu elde edilen {iriinlerin agaroz jelde yiiriitiilebilmesi i¢in Oncelikle
Loading Dye (Yiikleme boyasi) hazirlanmistir. Yiikleme ¢ozeltisinin hazirlanmasinda
%25’lik Bromofenol mavisi, %25’lik Ksilen siyanol ve %30’luk gliserol kimyasallar1
kullanilmistir. Loading Dye bu islem sirasinda kullanilmasinin amaci1 PCR iiriinlerinin
1X TBE ¢ozeltisine karigmasini dnlemek ve ayni zamanda elektroforez sirasinda DNA
fragmanlarinin takibini saglamay1 amaglamaktadir. Elektroforez uygulanacak olan

icinde 25 pl amplifikasyon {iriinii bulunan her bir PCR tiipline 4ul 6X yiikleme boyasi
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cozeltisi konularak homojen bir sekilde karistirilmigtir. Daha sonra, mikropipetler
araciligi ile her bir tiipten 15 pl karisim alinarak agaroz jeldeki kuyucuklara sirastyla

yiiklenmistir.(Sekil.3.4)

Sekil 3.4. PCR fiiriinlerinin agaroz jele yiiklenmesi
3.2.10. PCR Uriinlerinin Agaroz Jelde Yiiriitiilmesi
Jel kuyucuklarma yiiklenen PCR iriinleri elektrik akimi olan ortamda

birbirlerinden ayrilmasi i¢in yatay elektroforez cihazinda 60 voltta 3.5-4 saat ara sira

kontrol edilip goriintiileri alinarak yiiriitiilmiistiir (Sekil.3.5).

Sekil 3.5. PCR firiinlerinin agaroz jelde yliriitiilmesi
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3.2.11. Goriintiileme ve RAPD Bantlarinin Elde Edilmesi

Jel ¢ozelti icerisinden alinarak, RAPD bantlarina iligkin fotograflar Vilbert-
Lourmat marka jel dokiimantasyon sisteminde (Sekil 3.6) transiliminatér yardimi ile
254 nm dalga boyundaki UV 15181 altinda elde edilmis ve veriler elektronik TIFF dosyast

olarak skorlanmistir.

Sekil 3.6. Jel goriintiileme ve dokiimantasyon sistemi

3.2.12. Veri Analizleri

Agaroz jel elektroforezi sonunda elde edilen bant desenleri, polaroid film tizerinde
gorlintlilenerek kuvvetli, tekrarlanabilir ve polimorfik olan bantlar degerlendirilmeye
almmistir. Cesitlerin karsilastirilmasinda, bantlar var (1) veya yok (0) olarak
degerlendirilmistir. Genotipler arasindaki genetik uzakliklar1 ifade eden dendrogram,
NTSYS-pc (Numerical Taxonomy and Multivariate Analysis System, Version 1.8)

programi kullanilarak olusturulmustur.
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3.2.12.1. istatistiki Analiz Metotlar

3.2.12.1.1. Kiimeleme Analizi (Cluster Analysis-UPGMA)

Son donemlerde biyologlar tarafindan sikilikla kullanilan kiimeleme analizi
bireyleri sahip olduklar1 baz1 6zelliklere gére ayni kiime veya ayni grupta birlestiren bir

metottur. (Pinarkara.,2007)

Dendogram olusturulurken oncelikle bir bireyle baslanir daha sonra diger bireyler
sirayla eklenerek dendogram olusturulmaya calisilir. Dendogramin olusturulmasina

benzerlik yada farklilik matrisi ile baglanir ve asagidaki asamalar gergeklestirilir

1. Ciftler halinde, biitiin bireyler arasindaki benzerlik/farkliliktan olusan (7;;) R
benzerlik/farklilik matrisi hesaplanir.

2. Birbirine en ¢ok benzeyen iki birey arasinda ilk kiime olusturulur.

3. Bu kiime ve arta kalan bireyler arasindaki benzerlik/farklilik tekrar hesaplanir.

4. Birbirine en ¢ok benzeyen iki birey (yada birey-kiime, kiime-kiime) arasinda
ikinci kiime olusturulur.

5. Buisleme biitiin bireyler dendograma dahil oluncaya kadar devam edilir.

Kiimeleme isleminde birkag metot vardir. Bunlardan group average(grup
ortalamas1) dominant markdrlerin analizlerinde yaygm olarak kullanilir ve unweighted
pair-groups method using arithmetic averages (UPGMA) olarak bilinir. Bu metotta iki
kiime arasindaki benzerlik/farklilik iki kiimenin biitiin bireylerinin ortalamasi alinarak

hesaplanir (Quinn ve Keough 2002).
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3.2.12.1.2. Temel Koordinatlar Analizi (Principal Coordinate Analysis)

Bu yontem bireyler arasindaki benzerlik ya da farkliliklara dayali olarak kullanilan
cok degiskenli bir istatistiki analiz metodudur. Benzerlik ya da farklilik matrisleri

kullanilarak analizler ger¢eklestirilir.

PCoA’nin asamalar1 agagida verilmistir.

1. nozellik bakimmdan degerlendirilen m bireyden elde edilen veriler var (1) ya da
yok (0) seklinde kaydedilerek nxm boyutlu veri matrisi, Xnxm, elde edilir.

2. Veri matrisinden nxn boyutlu benzerlik/farklilik matrisi, Rpxp, elde edilir.
Burada i. ve j. bireylerin benzerliklerinin (r;;) hesaplanmasinda degisik katsay1
formiilleri kullanilmaktadir. Bitkilerle yapilan ¢aligmalarda, Chatfield ve Collins
(1980) esitlik 1 de wverilen Jaccard tarafindan gelistirilen katsaymin (J)
kullanilmasini tavsiye etmislerdir. Ancak, esitlik 2°de verilen simple matching

(SM) ve esitlik 3’te verilen Dice (D) benzerlik katsayilar1 da yaygin olarak

kullanilmaktadir.
r,=afla+b+c) (1)
r,=(a+d)/(a+b+c+d) 2
r, =2a/(2a+b+c) 3)

Burada r;; = benzerlik katsayisi, a= i. ve j. bireylerin her ikisinde de olan 6zelliklerin
toplami, b=i. bireyde olup j. bireyde olmayan 6zelliklerin toplami, c= i. bireyde olmayan
Jj. bireyde olan 6zelliklerin toplami, d=i. ve j. bireyde olmayan 6zelliklerin toplamidir

3. Benzerlik farklilik matrisi ¢ifte merkezleme (double centering) yOontemiyle

transformasyona tabi tutularak (her bir kdsegen dis1 elemandan satir ortalamasi
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ve siitun ortalamasi ¢ikartilir sonra genel ortalama ilave edilir) Spxp matrisi elde
edilir.
4. S matrisi iizerinde Oz deger Oz vektdr analizi yapilir. Elde edilen Oz vektdrler

(a)) temel koordinatlar matrisini, Anxn, olusturur (burada

2
mj

afj +a; IR afj +...4+a,. =1 seklinde bir kisitlama uygulanir).

Bu teknik molekiiler markorlerden yararlanilarak deney {initelerindeki

kiimelenmeleri a¢iga ¢ikarmak amaciyla da yaygin olarak kullanilmaktadir.

Bireyler arasindaki benzerlik farklilik matrislerinin olusturulmasinda ve PCoA’de
Rohlf (2002) tarafindan gelistirilen NTSYS-pc ver. 2.10d (Numerical Taxonomy and
Multivariate Analysis System - Sayisal Taksonomi ve Cok Degiskenli Analiz Sistemi)
paket programi kullanilmigstir. Genetik markorlerde kayip veriler olmasi1 durumunda bu

paket program ile kayip veriler dikkate alinarak analiz gergeklestirilebilmektedir.

3.2.12.1.3. Mantel Z Testi

Mantel testi (Mantel 1967) tarafindan gelistirilen bir tekniktir.Bireyler arasindaki
benzerlik ya da farklilik matrislerinin birlikteliklerinin istatistiki olarak test edilmesinde
kullanilir. Herhangi bir dagilim gerektirmediginden dolayi, parametrik olmayan bir
testtir. Genel olarak benzerlik/farklilik matrislerinin aralarinda fark olup olmadigni test

etmek amaciyla kullanilir. Matrisler nxn boyutlu kare matrisleri olmasi1 gerekir.

Matrisler simetrik olabilecegi gibi, simetrik olmayan matrislerde de uygulanabilir.
Testin uygulamas: ile ilgili bir 6rnek, Schnell ve ark. (1985) tarafindan verilmistir.
Mantel test ile beraber, iki matris elemanlar1 arasindaki iliskinin bir Olgiisii olarak
(pearson) korelasyon katsayisit hesaplanir. Ancak buradaki koorelasyon asagidaki gibi

yorumlanir.



38

r > 0.9 kuvvetli uyum
0.9>r>0.8 iyi uyum
0.8 >1>0.7 zayif uyum
r <0.7 ¢ok zayif uyum

Bu calismada bugday verilerinin PCoA esnasinda elde edilen benzerlik/farklilik
matrisleri SM ve J benzerlik katsayilar1 ile elde edilen matrislerin karsilastirilmalarinda
NTSYS-pc paket programmnin MXCOMP (Matrix comparison plot) komutuyla Mantel

testleri gergeklestirilmistir.
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4. ARASTIRMA SONUCLARI VE TARTISMA

4.1. Molekiiler Cahsmalar

4 .1.1. DNA izolasyonu Sonugclar

Bitkinin gen¢ yapraklarindan alman 6rneklerden 2XCTAB yontemi ile DNA
izolasyonu gerceklestirilmistir. Caligmada laboratuarimizda rutin olarak kullanilan
CTAB DNA izolasyonu metodu kullanilmistir. Bu metodun uygulanis1t Materyal ve
Metot boliimiinde ayrintili olarak anlatilmistir. Daha oOnce bugdaydan DNA
izolasyonu i¢in bu metodu kullanan Mukhtar ve ark., (2002), Prasad ve ark., (2000)

da olumlu sonuglar aldiklarin bildirmislerdir.

Calismamizda 16 yabani ve 1 kiiltiir bugdayindan 66 farkl bireye ait DNA
izolasyonu yapilmig ve elde edilen DNA’lar %1’lik agaroz jel elektroforezinde
yiirlitiilerek DNA’nin hassas yontemler olan RAPD i¢in uygun oldugu belirlenmistir.

Sekil 4.1°de calisgmamizda kullandigimiz 6rneklerin DNA goriintiileri verilmistir.

= i = - o
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Sekil 4.1. Calismada kullandigimiz bitkilerin DNA 6rnekleri

Niikleotidlerin heterosiklik halkalar1 260 nm dalga boyunda azami absorbsiyon
ozelligi gostermelerinden dolayr 260 nm’de Olgiilen absorbsiyon degerleri (Axzeo)

oldukg¢a saf elde edilen niikleik asitlerin miktar tayininde kullanilmistur.

Aseo’daki degerler DNA ve RNA’y1 birbirinden ayirt etmeye yetmez. Ancak
izolasyon asamasinda RNAaz uygulayarak toplam niikleik asitler i¢inde yer alan
RNA’larm pargalanmasi saglanmistir. Orneklere karisan protein miktarmin ise belli
smirlarda tutulmasi1 Orneklerin piirifikasyon ertesinde kullanilacaklar1 hassas

uygulamalarda (Ornegin; restriksiyon enzim kesimlerinde) sorun yasanmamasini
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saglamaktadir. Bu nedenle 260 ve 280 nm dalga boylarinda okunan degerler
arasindaki oran niikleik asitlerin safligi hakkinda bilgi vermektedir. Ajgy degeri
ortamda bulunan protein molekiillerinin yogunlugu hakkida bilgi vermektedir.
Saflagtirilmis DNA’da Ajeo/Azgo orani ideal olarak yaklagik 1.75-1.8’in iizerinde
olmalidir. Bununla birlikte saflastirilan DNA’nin Ayeo/Aszso orant 1.2 civarina diisene

kadar ¢esitli uygulamalarda sorunsuzca kullanilabilmektedir.

Calismamizda Eppendorf marka biofotometre ile elde edilen Azeo, Ao Ve
Az60/Azs0 ve DNA konsantrasyon degerleri Cizelge 4.1°de verilmistir. Buna gore Ae.
cylindirica aksesyonu 2,87 degeriyle en yliksek Ajs0/Azg0 oranina sahip olmustur.
TUR 03561 aksesyon numarasina sahip 7. monococcum aksesyonu 0,43 Ajeo/Azso
degeriyle en kiiciikk orana sahip olmustur. Elde edilen sonuglar neticesinde tiim
orneklerin kullanildigi PCR uygulamalarinda DNA saflig1 veya konsantrasyonu ile

ilgili herhangi bir sorunla karsilagilmamaigtir.

Cizelge 4.1. Calismada kullanilan bitkilerin tiirleri, aksesyon numaralar1 ve 66 birey
ile birlikte DNA saflik degerleri ve konsantrasyon degerleri

Sira | Tir ad1 Aksesyon no | Az Asgo Aseongo | DNAK
no ons.

1 T. monococcum var. boeticum TUR 00678 0.098 | 0.060 1.63 245.6
2 T. monococcum var. boeticum TUR 00678 0.018 | 0.013 1.40 45.9
3 T. monococcum var. boeticum TUR 00844 0.008 | 0.167 1.86 416.6
4 T. monococcum var. boeticum TUR 00844 0.023 | 0.236 1.74 590.7
5 T. monococcum var. boeticum TURO00854 0.026 | 0.059 1.88 147.5
6 T. monococcum var. boeticum TURO00854 0.168 | 0.082 1.37 204.3
7 T. monococcum TUR 01753 0.136 | 0.238 1.49 594.1
8 T. monococcum TUR 01753 0.483 | 0.357 1.58 993
9 T. monococcum var. monococcum TUR 03405 0.018 | 0.043 1.71 107.2
10 T. monococcum var. monococcum TUR 03405 0.047 | 0.011 1.86 273.5
11 T. monococcum var. monococcum TUR 03405 0.115 | 0.118 1.36 294.2
12 T. monococcum var. monococcum TUR 03563 0.032 | 0.069 1.59 172.7
13 T. monococcum var. monococcum TUR 03563 0.028 | 0.049 1.73 122.5
14 T. monococcum var. monococcum TUR 03563 0.243 | 0.128 0,53 320.4
15 T. monococcum var. monococcum TUR 03561 0.209 | 0.091 0.43 207.7
16 T. monococcum var. monococcum TUR 03561 0.044 | 0.096 2.18 239.3
17 T. monococcumy var. monococcum TUR 03561 0.447 | 0.345 0.77 863.3
18 T. monococcum var. monococcum TUR 03559 0.051 | 0.104 2.06 260.6
19 T. monococcum var. monococcum TUR 03559 0,041 | 0,058 1,43 145.8
20 T. monococcum var. monococcum 0.039 | 0.088 2.24 219
21 T. monococcum var. monococcum 0.062 | 0.117 1.89 292.8
22 T. monococcum var. urartu TUR 00853 0.066 | 0.133 2.02 332.5
23 T. monococcum var. urartu TUR 00853 0.052 | 0.123 2.37 308.2
24 T. monococcum var. urartu TUR 00705 0.064 | 0.124 1.94 309.9
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25 T. monococcum var. urartu TUR 00705 0.054 | 0.111 2.07 278.3
26 T. dicoccum TUR 03588 0.078 | 0.165 2.12 412.2
27 T. dicoccum TUR 03588 0.065 | 0.155 2.01 355.5
28 T. dicoccum TUR 03588 0.299 | 0.249 0.83 622.6
29 T. dicoccum TUR 03560 0.136 | 0.146 1.08 365.8
30 T. dicoccum TUR 03560 0.244 | 0.389 1.6 973.5
31 T. dicoccum TUR 03562 0.026 | 0.037 1.43 91.7
32 T. dicoccum TUR 03565 0.127 | 0.231 182 578.

33 T. dicoccum TUR 03565 0.010 | 0.027 2.63 67.7
34 T. dicoccum TUR 02453 0.030 | 0.074 2.52 186.2
35 T. dicoccum TUR 02453 0.472 | 0.373 0.79 931.6
36 T. dicoccum TUR 02453 0.058 | 0.066 1.14 165.5
37 T. dicoccoides TUR 03399 0.048 | 0.096 2.01 240.9
38 T. dicoccoides TUR 03371 0.069 | 0.133 192 333.2
39 T. dicoccoides TUR 03371 0.047 | 0.051 1.09 128.7
40 T. dicoccoides TUR 03369 0.039 | 0.075 1.95 188.3
41 T. dicoccoides TUR 03369 0.091 | 0.186 2.03 465

42 T. dicoccoides TUR 03388 0.052 | 0.099 1.91 248.1
43 T. urartu TUR 01505 0.039 | 0.073 1.89 182.5
44 Ae. ovata 0.029 | 0.054 186 134

45 Ae. ovata 0.058 | 0.109 1.87 271.9
46 Ae. umbellulata TUR 01036 0.018 | 0.040 2.16 99.5
47 Ae. umbellulata TUR 01036 0.056 | 0.117 2.1 293.2
48 Ae. cylindrica 0.067 | 0.119 1.78 296.9
49 Ae. cylindrica 0.019 | 0.056 2.87 139.9
50 Ae. cylinirica 0.027 | 0.022 0.82 54.5
51 Ae. tauschii TUR 02554 0.077 | 0.163 2.1 406.9
52 Ae. tauschii TUR 02554 0.065 | 0.154 1.9 385.2
53 Ae. biuncialis TUR 00385 0.072 | 0.155 2.15 387.1
54 Ae. biuncialis TUR 00385 0.043 | 0.098 2.27 266.2
55 Ae. triuncialis TUR 01098 0.033 | 0.06 1.82 149.3
56 Ae. crassa 0.035 | 0.076 2.17 190.2
57 Ae. crassa 0.025 | 0.049 1.98 123.7
58 Ae. quetz 0.025 | 0.041 1.62 103.1
59 Ae. quetz 0.052 | 0.093 1.78 232.5
60 Ae. vavilovii TUR 01248 0.043 | 0.057 1.32 141.4
61 Ae. speltoides lingustica TUR 03354 0.055 | 0.068 1.21 135.5
62 Ae. columnaris TUR 00227 0.47 0.399 0.85 998.4
63 Ae. columnaris TUR 00227 0.117 | 0.097 0.83 242.4
64 T. aestivum(Bezostaja) 0.136 | 0.324 2.38 810

65 T. aestivum(Gerek79) 0.136 | 0.306 2.26 765.3
66 T. aestivum(Gerek79) 0.241 | 0.419 1.74 1047

4.1.2. RAPD-PCR Amplifikasyon Sonuclar

Calismada 40 RAPD primeri denenmistir. Bu primerlerden 16 tanesinden iyi
sonu¢ elde edilmistir. Bu primerlerin amplifikasyonlar1 sonucu c¢aligmada

kullandigimiz 66 aksesyondan 282 bant elde edilmistir. Uretilen bantlarm 269
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(%95.3) adedi polimorfik olurken kalan 13 tanesi ise monomorfik 6zellige sahip

olmustur.
RAPDBG6 primerinin {rettigi 35 bandin hepsi polimorfik olurken RAPDBS

primeri irettigi 20 bandin 5 tanesinin monomorfik olmasi nedeniyle en diisiik

polimorfizmi saglayan primer olmustur (Cizelge 4.2).

Cizelge 4.2. RAPD amplifikasyonlar1 sonucu olusan bantlar ve polimorfizm oranlar1

. Toplam bant Polimorfik bant Polimorfizm orani
Primer ad1

sayisi sayisi (%)
RAPDBI 34 34 100
RAPDB2 24 24 100
RAPDB3 16 14 87.5
RAPDB4 10 10 100
RAPDB5 16 16 100
RAPDB6 35 35 100
RAPDBS 20 15 75
RAPDBY 11 11 100
RAPDBI10 12 12 100
RAPDBI3 19 19 100
RAPDB14 10 8 80
RAPDBIS5 10 8 80
RAPDBI1S 16 16 100
RAPDL4 17 17 100
RAPDL6 12 10 100
CRAPDY 10 10 100
Toplam 282 269 95.3

Asagida calismada kullanilan RAPDB3, RAPDB5, RAPDB6, RAPDBIO0,
RAPDBI18 ve RAPDL4 primerlerinin band goriintiileri verilmistir.

Sekil 4.2 RAPDB3 primerinin agaroz jel band goriintiisii
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Sekil 4.3 RAPDB) primerinin agaroz jel band goriintiisii
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Sekil 4.5. RAPDB 0 primerinin agaroz jel band goriintiisii
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Sekil 4.6. RAPDB 8 primerinin agaroz jel band goriintiisii
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Sekil 4.7. RAPDL4 primerinin agaroz jel band goriintiisii

4.2. Genetik Analizler

Calismamizda Anadolu orijinli Tritucum ve Aegilops cinslerine ait 17 tiire ait
66 aksesyonun arasindaki genetik mesafenin tespiti amaglanarak RAPD-PCR
yontemine bagvurulmustur. RAPD primerleri kullanilarak elde edilen 282 band
(Sekil. 4.2 -4.7) daha sonra NTYSC-pc 2.0 istatistik programi araciligiyla genetik

benzerlik ve mesafe esasina dayali dendograma doniistiiriilmiistiir.

RAPD verilerinin UPGMA analizinde kiiltiir formlar1 ile yabani tiirler farkli
gruplarda yer aldig1 ve yabani formlarin kendi i¢inde Triticum ve Aegilops’lar olmak
izere iki grup olusturdugu goriilmektedir (Sekil 4.8). Analizler sonucunda ortaya
cikan genetik farklilik sunu gosteriyor ki, kiiltiir formlarinda yapay seleksiyon
nedeniyle goriilen genetik homojeniteye karsin yabani formlarda genetik cesitlilik

belli 6l¢iide korunmaktadir.

Dendogram bilgisine bakarak c¢alismada kullandigimiz bitkilerin sahip
olduklar1 genomlarina bagli olarak bir ayrisim gosterdiklerini sdyleyebiliriz. A
genomuna sahip 7. boeoticum, T. monococcum, T. urartu’nun bir grup olusturdugu.
AB genomuna sahip 7. turgidum subsb. dicoccum ve bunun yabani formu olan 7.
turgidum subps. dicoccoides’in bir baska grup olusturdugu, ABD genomuna sahip 7.
aestivum’un da bir grup olusturdugu acgik bir sekilde goriilmektedir. Ayrica
calismada kullandigimiz  Aegilops’larm da bir diger grubu olusturdugu
goriilmektedir. RAPD verilerinin degerlendirilmesinde 7. monococcum var.

monococcum urfa’nin bir dis grup olusturmasi, bu bitkinin mevcut gen bankasi
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aksesyonlar1 disinda oldukca farkli bir genomik yapiya sahip oldugunu

diisiindiirmektedir.

Ekmeklik bugday olan ve c¢alismada dis grup olarak yer alan Bezostaja ile
Gerek79 cesitleri, beklendigi iizere, birbirine yakin bir akrabalik sergilemislerdir. Ae.
biuncialis’ e ait TR00385 aksesyonu ekmeklik bugday tiirlerine en yakin yabani tiir
formu olarak goziikmektedir. Okuna ve ark. (1998) Kafkasya ve Asya merkezinde
topladiklar1 Aeligops tiirleri ve ekmeklik bugday ile yaptiklar1 ¢calismada Ae. tauschii
tiriinii kiiltiir bugdaymna en yakin Aegilops tiirii olarak belirtirken, Ae. tauschii
tiriiniin  kiiltiir bugdaymm D genomu kaynagi oldugunu bildirmisleridir. Bizim
calismamizda da kiiltiir bugday1 varyeteleri Aegilops tiirleri ile ayni grupta yer
almalarma ragmen Okuna ve ark., (1998)’nin c¢alismarmndan farkli olarak Ae.
biuncials’e daha yakin akrabalik gostermiglerdir. Kullandigimiz aksesyonlarin
orijinleri ile ad1 gegen caligmada kullanilan aksesyonlarin orijinlerinin farklilig1

benzer olmayan bir sonucun ortaya ¢ikmasina neden oldugunu diisiindiirmektedir.

Golovnina ve ark. (2007), kloroplast DNA’s1 sekans bilgisini kullanarak
yaptiklar1 bugday filogenetik ¢alismalarinda Ae. speltoides tiiriiniin hem Aegilops,
hem de Triticum tiirlerinin gen kaynagi bakimindan atasi olabilecegi goriisiinii dile
getirmiglerdir. Calismamizda Ae. biuncialis aksesyonu ekmeklik bugdaylardan olan
kiiltiir bugday cesitlerinden Gerek ve Bezotaja’ya en yakin tiir olmustur. Ayrica Ae.
colimnaris’in de bu gruba yakinlhig: dikkat ¢ekicidir.

Ae. speltoides kiiltiir bugdayma B genom vericisi olmasi agisindan 6nemli bir
adaydir (Sarkar ve Stebbins, 1956; Duarok ve Zhang, 1990). Ayrica bu tiiriin bir¢gok
stres kosullarina toleransinin yiiksek olmasi dikkat ¢ekicidir. (Sasanma et all,2002).
Calismamizda Ade. speltoides kiiltiir tiirleri ile ayni1 ¢ekirdek grupta yer almamistir.
Daha once de belirtildigi gibi Ae. speltoides’in hem Aegilops hem de Triticum
tiirlerine gen kaynakligi yapmis olmasi, calismamizda kullandigimiz Aegilops
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tiirlerinin genomlarint Ae. speltoides ile kiiltiir ¢esitleri arasinda koprii olusturdugu

dile getirilebilir.

T. boeoticum ile T. urartu arasinda genetik yakmlik oldugu daha 6nceki kimi
calismalarda (Takumi ve ark, 1993; Ciaffi ve ark; 2000, Takasuma ve ark, 2002) dile
getirilmistir. Bizim calismamizda da kullandigimiz 7. boeoticum ve T. urartu

aksesyonlar1 ayni grupta yer almistir.

Aegilops ile Triticum cinsleri arasinda yasanan monofiletik olma olasiliklar1
daha once Peterson ve ark. (2006) tarafindan yapilan bir ¢alisma ile ret edilmistir.
Benzer sekilde ¢alismamizda Aegilops ve Triticum tiirleri birbirinden farkli gruplar
olusturarak ayri cins olduklar1 savini gii¢lendirmislerdir. Peterson ve ark. (2006)
caligmalarinda Ae. speltoides tirinliin Triticum tirleri arasinda yer aldigmi
bildirmiglerdir. Bizim c¢alisgmamizda bdyle bir sonug goriilmeyip, Ade. speltoides,
Aegilops tirleri arasinda yer almistir. Calismamizdaki enteresan durum kiiltiir
bugday cesitlerinin Aegilops tiirleri arasinda yer almasidir. Bu da kullandigimiz
molekiiler markdr primerlerinin ¢aligmadaki kiiltiir ¢esitleri ile onlarin gen kaynagi
durumundaki Aegilpos tiirleri genomlarmnin benzer bolgelerini amplifiye ettigi savini

akla getirmektedir.

Yildirim ve Akkaya (2006), AFLP yontemini kullanarak yaptiklar1 ¢caliysmada
T. urartu ve T. monococcum arasinda yakin akrabalik oldugunu belirtmislerdir. Elde
ettigimiz RAPD bandlar1 dendogrami bu sonucu destekler niteliktedir. 7. urartu’nun
T. dicoccum’a yakmhg Yildrim ve Akkaya (2006)’'nin calismalarinda da
desteklenmistir ve bu da 7. urartu’dan T. dicoccum’a gen akisinin oldugu goriisiinii
desteklemektedir. Diploid olan 7. urartu’nun diger diploid tiirler olan 7. boeoticum ve
T. monococcum’dan tetraploid tiirlere daha yakin olusu 7. wrartu’nun A genomu
vericisi oldugunu desteklemektedir (Dvarok ve ark, 1992; Jaaska, 1993; Waires ve

Barnhart, 1990).

Ozkan ve ark (2005) yaptiklar1 ¢aligmada Tiirkiye’den toplanan tetraploid

tiirlerin ~ karekterizasyonuna yonelik c¢aligmalarinda Diyarbakir, Karacadag
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yoresinden toplanan 7. dicoccoides aksesyonlarmin kiiltiir bugdaylarna yakim akraba
olduklarm1 ve gen havuzlarindaki benzerligin yiiksek diizeyde oldugunu
belirtmiglerdir. RAPD analiz dendogramimiza gore 7. dicoccoides kiiltiir formu olan

tetraploid 7. dicoccum’a yakin bir akrabalik sergilemistir.

Calismamizda kullandigimiz Triticum L. ve Aegilops L. cinsi tiirleri ile bu iki
cins arasindaki genetik iliskiyi gérmeye calisirken ayn1 zamanda kiiltiir bugday1 olan
T. aestivum’un muhtemel yabani atasi durumundaki tiirlerini tespit etmeye calistik.
Neticede kiiltlir bugdaymin muhtemel yabani atasi olarak 7. urartu, Ae. speltoides ve
Ae. tauschii tiirlerinin olabilecegi savi calismamizca da desteklenmistir. Ote yandan
calismada bircok tiirden birden fazla aksesyon kullanmamiz ayni zamanda tiir
icindeki genetik varyasyonu gdzlemleme sansini bize vermistir. Bu da bize tiir i¢inde
goriilecek olan muhtemel cesitliligin aksesyonlar arasinda yapilmasi tasarlanan
caprazlama c¢aligmalarinda ©On bilgi olusturmasinda katki  saglayacaktir.
Calismamizda 7. monococcum ve T. dicoccum tirlerinden fazla aksesyon
kullanmamiz bu iki tiir igindeki genetik zenginligin goriilmesi agisindan faydalidir.
Clnkii bu iki tlir bugday tarimmin evrimsel gelisiminde ilk olma niteligine
sahiptirler. Bu iki tiire ait aksesyonlarinda biyotik ve abiyotik stres kosullarina
dayaniklilik genlerinin taginmasi bunlarin ¢aprazlama ve 1slah ¢alismalarinda
kullanimmi &nemli hale getirmektedir. Ulkemizin var olan tiir i¢i zenginligi
calismamizda goézler Oniine serilmistir. Bu zenginligin degerlendirilmesi tilkenin
degisik bolgelerinden toplanan aksesyonlarin uygun c¢aligmalar neticesinde 1slah

programlarinda yerini almasinda katki saglayacaktir.
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Sekil 4.8. Altmisalt1 aksesyonunun SM katsayisi kullanilarak elde edilmis UPGMA dendogram
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4.2.1. PCoA Analiz Sonuclan

Yabani bugday ve kiiltiir bugdaylarina ait rakamlarmm SM benzerlik katsayisi
kullanilarak PCoA sonucu elde edilen PCol ve PCo2 koordinat eksenleri tizerine,
bugday bitkilerinin orijinlerine gore yerlestirilerek elde edilen grafik Sekil 4.9°de
verilmistir. Grafikte de goriildiigii gibi PCol, elde edilen bugday bitkilerini temelde
iic gruba ayirdig1 goriilmektedir. SM katsayis1 kullanilarak elde edilmis UPGMA
dendograminda oldugu gibi PCoA sonucunda da A genomuna sahip 7. boeoticum, T.
monococcum, T. urartu’nun bir grup olusturdugu. AB genomuna sahip 7. turgidum
subsb. dicoccum ve bunun yabani formu olan 7. turgidum subps. dicoccoides’in bir
grup olusturdugu goriilmektedir. Ayrica ¢aligmada kullandigimiz Aegilops’larinda
bir diger grubu olusturdugu goriilmektedir. Kiiltiir bugdaylar1 PCol’e gore
Aegilops’lara yakmlik gostermektedir. PCo2’ye gore ise AB genomuna sahip 7.
turgidum subsb. dicoccum ve bunun yabani formu olan 7. turgidum subps.

dicoccoides birbirine yakinlik géstermektedir.

PCol’e gore T. urartu’nun ortada olmasi A genomunun progenitorii oldugunu

gostermektedir.

Calismamizda kullandigimiz 66 bugday aksesyonunun SM ve J katsayisi
kullanilarak elde edilmis 1. ve 2. temel koordinat eksenleri lizerinde dagilimi
sekil.4.9 ve sekil. 4.10°da verilmistir. PCoA analizlerinde kullanilan bugday
aksesyonlar1 temelde 9 grupta ele alimmustir. Gruplandirma asagidaki tabloda

verilmistir (Cizelge.4.3).
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Cizelge 4.3. PCoA analizlerinde kullanilan bugday aksesyonlarmin gruplandirilmasi

Grup | Tiir ad1 Birey sayis1 | Genomlar1
no

1 Triticum boeoticum A

2 Tiriticum monococcum 15 A

3 Tritucum urartu 5 A

4 Triticum turgidum subsp.dicoccum 11 AB

5 Triticum turgidum subsp.dicoccoides | 6 AB

6 Aegilops 17 D,B,C,U,UM,CD,DM,DMS
7 Aegilops tauchii 2 D(U)

8 Aegilops speltoides 1 B

9 Triticum aestivum 3 ABD
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Sekil. 4.9. SM analizine gore olugan PCo sonucu
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Scatterplot of PCo2_J vs PCo1_J
0.501 % GRUPLAR
® 1
A E2
3
0.25 A4
A 5
. IRIEE
" n
2 ® e |
X 0.00 1 » ° X 9
o
o < xX ]
<
< ]
-0.25 1 ':
<
AP
=
*4
-0.50 |
T T T T T T T T T T
04 -03 -02 -01 00 01 02 03 04 05
PCo1_J

Sekil. 4.10. Jaccard analizine gore olusan PCo sonucu

4.2.2. Mantel Z testi sonuclar

RAPD-PCR verilerinden faydalanilarak hesaplanan SM ve J katsayilar1 ile
belirlenen benzerlik/farklilik matrisleri arasindaki birlikteligi test etmek amaciyla
yapilan Mantel testi sonucu elde edilen grafik Sekil 4.11°de verilmistir. iki matris
arasinda istatistiki olarak onemli bir birliktelik tespit edilmis ve iki matris arasinda
kuvvetli bir koorelasyon (r = 0.86) bulunmustur. Bu sonu¢, RAPD-PCR verilerinin
SM yada J katsayist kullanilarak elde edilen benzerlik/farklilik matrislerinin PCoA
ve kiimeleme analizi sonuglarinda benzer sonuglar vermesini kuvvetli bir sekilde

desteklemektedir.
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5. SONUC VE ONERILER

Bugday Eski Diinya Tarmminmn evrensel tahilidir. Bugday arpa ile birlikte
Neolitik tarimi1 ve bunun basarili bir sekilde yayilmasindan sorumlu temel unsurlar1
kuran baglica tahil stokunu olusturmustur. Bugday Eski diinyaya ait besin/gida
tiretimindeki onemli roliinii yitirmemis aksine giderek arttirmustir. Bugiin diinyanin
tahil {iretiminde ilk siradadir. Insanlar tarafindan tiiketilen besin kalorilerinin %
20’den fazlasini kapsamaktadir. Diger tahillara gore bugday besinsel deger agisindan
olduk¢a {tstlindiir (6rn; misir, piring veya arpa). Sadece nisasta degil anlamli

miktarda protein de icerir. Bu da bugdaym insan yasami i¢in 6nemini artirmaktadir.

Tiirkiye bugday iiretiminde diinyada énemli bir konuma sahiptir. Siralamada,
diinyadaki en biiylik tiretici Cin olurken, sirasiyla onu Hindistan, ABD, Rusya,

Fransa, Almanya ve Tiirkiye izlemektedir.

Calismamizin amaci 6zellikle Tiirkiye’de yetisen yabani bugday tiirlerinin
filogenetiginde yasanan celiskilere cevap bulmak ve kiiltiir bugday1 7. aestivum 'un
yabani formlartyla olan iliskisini belirlemektir. Bu ¢alismada Triticum L. ve Aegilops
L. cinslerine ait 7. aestivum’un da aralarinda bulundugu 17 tiirlin filogenetik
iliskisini belirlemek amaciyla 16 RAPD primeri kullanildi. Kullandigimiz primerler
yiiksek oranda polimorfizm gostererek Triticum ve Aegilops tiirlerinin birbirinden
ayrtlmasmi saglamistir. Analizler sonucu olusturulan dendogram ve PCoA’dan

bugday tiirlerinin birbirleriyle genetik tabanli akrabalig1 incelenmistir.

RAPD, analizlerimiz sonucu olusan yaklasik 269 polimorfik band T7iticum L.
ve Aegilops L. cinslerinin genetik tabanli akrabaliginin netlesmesinde katk1
saglamistir. Analiz sonuglarmma gore olusturulan dendogram ve PCoA da,
T.monococcum, T. boeoticum, T. urartu’nun bir grup, T. turgidum’un bir grup ve
Aegilops’larin da bir {gilincii grubu olusturdugu goriilmektedir. D genomunun
progenitdrii olan Ae. taucshii; ABD genomuna sahip olan T.aestivum’a yakinlik
gostermistir. B genomunun progenitdrii olan Ae. speltoides ise PCoA analizleri

sonucu AB genomuna sahip 7. turgidum ve ABD genomuna sahip olan 7. aestivum
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arasinda yer almistir. Ae. biuncialis ise kiiltiir bugdaylarina en yakin akraba ¢ikan

yabani tiir olarak goze ¢arpmaktadir.

Caligmalarimiz sonucunda elde edilen veriler 15181inda Triticum ve Aegilops un
iki ayr1 cins olarak ele alinmasi gerektigi ve A genomunun progenitdrunun 7. urartu
oldugu, D genomunun progenitoriiniin Ae. taucshii oldugu, B genomunun
progenitdriiniin Ae. speltoides oldugu goriilmektedir. Bu goriisler son zamanlarda

yapilan benzer ¢aligmalarla da paralellik gostermektedir.

Ulkemiz, yabani bugday biyocesitliligi acisindan oldukga zengin bir yapiya
sahiptir. Bugdayin kiiltiire alinmasi esnasinda, ilk ciftcilik faaliyetleri ile kiiltiir
bugdaymin gen havuzu oldukg¢a daraltilmistir. Bu daralma kiiltiir bugdayinin genetik
cesitliligini azaltarak adaptasyon yetenegini zayiflatilmistir. Bu olumsuzluklarin
ortadan kaldirilmasi, biyotik ve abiyotik ¢evre kosullarina karsi direngli yabani
akraba formlarindan faydalanmay1 zorunlu kilmistir. Gerek ¢aprazlama gerekse uzun
vadede gen transferi ¢aligmalariyla uygun genlerin kiiltiir bugdayma aktarilmasi,
insan beslenmesi agisindan 6nemli bir yere sahip olan bugdayn, iiretiminde tilkemizi

diger lilkelerle rekabet edebilecek diizeye getirecektir.

RAPD markdrlerinin 1slah ¢alismalarmda uygun atalarin se¢iminde, genetik
cesitliligin korunmasinda 6nemli oldugu vurgulanabilir. Bu tiir ¢caligmalar genetik
havuzun daralmasinin 6niine gec¢ilmesinde 6nemli bir ara¢ olmakla birlikte daha

bilingli secilimin temelini de olusturmaktadir.

Bu calisma RAPD markor sistemi ile yabani bugday cesitleri lizerine ¢ok az
sayida yapilan arastirmalara bir drnektir. Japonya, ABD, Israil gibi iilkeler basta
olmak tizere, birgok iilkede yapilan arastirmalarda Tiirkiye’den toplanan yabani
tiirlerin kullanildig1 gérmektektedir. Bu degerli ve 6nemli gen kaynaklarimizin kendi
tilkemiz arastrmacilar1 tarafindan degerlendirilmesi biiyilk dnem tasimaktadir. Bu

veriler bilingli 1slah ¢aligmalari i¢in iyi bir zemin olusturabilir.
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