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OZET

BRACHYPODIUM DISTACHYON GENOTIPLERINDE
RETROTRANSPOZON VARYASYONUNUN SAPTANMASI

GUNER, Pinar
Yiiksek Lisans Tezi, Biyomiihendislik Anabilim Dali
Tez Danismani: Prof. Dr. M. Bahattin TANYOLAC

Ocak 2021, 74 sayfa

Brachypodium distachyon, Poaceae ailesinin sahip oldugu {i¢ alt ailenin en
biiyligii olan Pooideae'nin en kii¢iik genoma (0.72 pg/2C) sahip tiyesidir. Bu ¢alismada,
inter primer binding site (iPBS) markérii kullanilarak, genetik gesitlilik ve popiilasyon
yapisini degerlendirmek iizere Tiirkiye'den toplanan toplam 235 B. distachyon genotipi
incelenmistir. 28 adet iPBS markorii kullanilarak 184 adet polimorfik bant tiretilmistir.
Ortalama polimorfizm bilgisi igerigi (PIC = 0.66) ve ortalama Shannon'in bilgi endeksini
(I=0.19), Nei'nin gen cesitliligini (He = 0.25), etkili allel sayisin1 (Ne = 0.69) ve ¢6zme
giiciinii (Rp = 2.27) igeren cesitlilik parametreleri, analiz edilen genotiplerde uygun
miktarda genetik cesitliligin varligini1 gostermistir. Heat Map ve Principle Coordinate
Analysis (PCoA) ile Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean (UPGMA)
dendrogrami sonuglari, 235 B. distachyon genotipi arasindaki karsilagtirmali genetik
farkliliklarin iki ayr1 gruba ayrildigini gdstermistir. Popiilasyon yapisi, STRUCTURE
yazilimi kullanilarak hesaplanmis ve galisilan genotipler arasinda iki ana alt grup (K = 2)
oldugu goriilmiistiir. iPBS ¢iftlerinin % 7.11'inin istatiksel olarak anlamli LD (p < 0.01)
icinde oldugu goriilmiistiir ve ortalama r? ve D’ degerleri sirasiyla 0.03 ve 0.61 olarak
bulunmustur. Bu calismanin bulgulari, iPBS markdrlerinin polimorfik oldugu ve B.
distachyon'un genetik ¢esitliligini degerlendirmede oldukg¢a etkili oldugu sonucuna

varmistir.

Anahtar sozciikler: Brachypodium distachyon, iPBS, retrotranspozon, genetik

cesitlilik, popiilasyon yapisi, baglant1 dengesizligi.
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ABSTRACT

IDENTIFICATION OF RETROTRANSPOSON VARIATION IN
BRACHYPODIUM DISTACHYON GENOTYPES

GUNER, Pinar
MSc in Bioengineering
Supervisor: Prof. Dr. M. Bahattin TANYOLAC

January 2021, 74 pages

Brachypodium distachyon is a member of Pooideae with the smallest genom (0.72
pg/2C), the largest of three subfamilies in the Poaceae family. A total of 235 accessions
of B. distachyon collected from Turkey were studied and targeted to evaluate the genetic
diversity and population structure of these accessions using inter-primer binding site
(iPBS) markers in the current study. Twenty-eight iPBS markers were used, and 184 clear
and sharp polymorphic bands were produced. Average polymorphism information
content (PIC=0.66) and diversity parameters comprising mean Shannon’s information
index (1=0.19), Nei's gene diversity (He=0.25), effective number of alleles (Ne=0.69),
and resolving power (Rp=2.27) indicated the existence of appropriate amount of genetic
diversity in the analysed genotypes. The results of the Unweighted Pair Group Method
with Arithmetic mean (UPGMA) dendrogram with heat map and Principal Coordinates
Analysis (PCoA) analyses indicated that the comparative genetic differences between 235
B. distachyon accessions were grouped into two separate clusters. The population
structure has been calculated using the STRUCTURE software, and two major sub-
groups (K = 2) were established between the genotypes studied. A total of 7.11% of the
iPBS pairs revealed significant LD (at p < 0.01) and the mean r? and D’ values were 0.03
and 0.61, respectively. The findings of this study concluded that iPBS markers are highly

polymorphic and have a great efficient to evaluate the genetic diversity of B. distachyon.

Keywords: Brachypodium distachyon, iPBS, retrotransposon, molecular

markers, structure.






ONSOZ

Bitkiler, her ekolojik piramidin temelinde bulunmasinin yani sira, hayvanlarin
hayatta kalmas1 ve evrilmesi i¢in gereken enerjinin 6nemli bir kaynagi olmustur. Cesitli
bitki poptilasyonlar1 arasindaki veya popiilasyonlarin kendi iglerindeki genetik
varyasyonlar ve popiilasyon yapilar1 hakkinda elde edilen bilgiler 1s1g8inda, bu bitkilerin

daha etkili bir sekilde kullanilabilecegi diisiiniilmektedir.

Tiim tahul tiirleri i¢in ideal bir model bitki olan Brachypodium distachyon tiiriinde
genetik cesitliligin incelendigi bu tez ¢aligmasinin, gelecekte ekonomik olarak dneme
sahip olan bugday, arpa, cavdar gibi tiirler ile yapilacak 1slah ¢aligmalarina 151k tutacagina
inaniyorum. Bu tez calismasi genel olarak 3 ana kisimdan olugsmaktadir: Giris ve Genel
Bilgiler’den olusan ilk kisim, Gere¢ ve Yontem’den olusan ikinci kisim ve Bulgular,

Sonug ve Tartisma’dan olusan {igiincii kisim.

Tez c¢alismamin her agsamasinda bilgisini, tecriibesini ve degerli zamanini
esirgemeyerek bana her firsatta yardimci olan degerli hocam Sayin Prof. Dr. M. Bahattin
TANYOLAC a tesekkiirii bir borg bilirim.
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06/01/2021

Xi






ICINDEKILER

Sayfa

IO KAPAK ..ottt ettt s et e st e ettt e et e sttt et i
KABUL ONAY SAYFAS ..ottt sttt nn s WY
ETIK KURALLARA UYGUNLUK BEYANI ......cooviiiiiiiiiiitsieeeeee s v
(074 21 SOOI vii
A B ST RA CT .t e e e e e e e e e rreearraen IX
(0)\N 1] 722U Xi
ICINDEKILER .....ooviucteieieieeectetsie et ee et ess et es sttt en sttt s s s st sas s s snsnsasnas Xiii
SEKILLER DIZINT.....coiit ittt ettt ettt XV
SEKILLER DIZINT (deVAMI) ..vcvovvieiciccccie ettt XVi
TABLOLAR DIZINT ...t XVii
SIMGELER VE KISALTMALAR DIZINT ...ooooiiiiiiiieeeeeeen, xviii
L GIRIS oottt ettt se s e e e e et e s e e e eneneen 1
2. GENEL BILGILER .....ccoiiiiiiiiiiieieiieississ st 4
2.1. Brachypodium diStaChyon ............ccccviiiiiiie e 4
2.2, TrANSPOZONIAT .....c.eiiieiitiiti ettt bbb 8
2.2.1. RetrotranspOZONIar....... oo 10

2.3. Molekiiler MarkOTIer........coiiuuieie it e s e e anes 13
2.3.1. 1PBS markor yONtemMi.......cocvviiriiiiiiiieiccee e 15

3. GEREC VE YONTEM ..ot eneeens 17
3.1. Tez Caligma Plant ........ceooiiiiiiiii s 17
3.2. Kullanilan Materyaller ............cooiriiiiiiiiieiecsese s 18
3.2.1. BitKi Materyali.........cccooiiiiiiiic e 18
3.2.2. Kullanilan alet ve cihazlar...........ccccooiiiiiiii e 25
3.2.3. Kullanilan ¢6zelti ve sollisyonlar..........ccoovviiiiiiiiiiiciice 26

I T 0111 1<) 1 s DTSRRI 28



3.3.1. Brachypodium distachyon tiiriine ait tohumlarin ¢imlendirilmesi ve

Orneklerin toPlanmMaSsT..........ccviiieiiiiiiiiei e 28
3.3.2. DNA IZOIASYONU......uiiiiiiiieie ettt e e e ee e 29
3.3.3. DNA kalitesinin ve miktarinin belirlenmesi ..........c.cccoooeiiieiiniiiiiiiieenns 30
3.3.4. Primerlerin test edilmesi V& SECIMI ....eceeiiuvieieiiiiireeiiiiie e ciiee e e 31
3.3.5. Polimeraz zincir reaksSiyonu (PCR)........cccceiviieiieie e 32
3.3.6. AQaroz jel eleKtrofOrezZi ......ccceiveiieie e 34
3.3.7. Jel goriintiilerinin sKOTlanmast .........cccvviiiiiiiie i 34
3.3.8. Verilerin @nalizZi.........c.ccooeiiiieiic e 34

A BULGULAR ...ttt sttt b ettt sb e nbe e s s e e beeenee e 36
4.1. DNA Saflik Jeli SOMUGIATT......cccuviiiiiiiiiiii e 36
4.2. DNA Nanodrop SONUGLATL. ......ccoueiiiiiiieiiiiesiee e 37
4.3. iPBS Markoriiniin Analiz SONUGIATT ........cocvvviiiiiiiiiie i 42
S.TARTISMA Lttt b bt et e et be e be e be et e e naeeenrs 55
0. SONUC ...ttt etttk ab e bt e s bt e bt e e s bt e s bt e eab e e be e e sbe e abee e nbeeabeeesbaennaeeneis 62
KAYNAKLAR DIZINT ...ttt 63
D) 23 0] 3 R 73
(0 Z€1 21011, 1 13 74

Xiv



SEKILLER DiZINi

Sekil
2.1 B. distachyon tiirtiniin taksonomik yapisi.........cccccvevveriververiesieeneannens
2.2.1  LTR retrotranSpozZon YapISl....c.ueuiueeiireesiieesiieesssieessieessneessseesssneeens
2.3.1  iPBS markor teKniGi.......cceeevvienieiiieiiieieecie e
3.1 Tez galigmasinda izlenen yol..........ccocoiieiiiiiiinie e
3.2  Tez ¢alismasinda kullanilan B. distachyon tiirline ait genotiplerin
Tiirkiye’deki 10Kasyonlari.........ccooveiiieiiiiieic e
3.3.1  B.distachyon tohumlarmin ekimi ve ¢gimlendirilmesi................c.......
3.3.4  Test edilen bazi primerlere ait jel gorintisii...........ecvreriirvreniienennnn
4.1 Genomik DNA’larin agaroz jeldeki saflik gortintlisii............cvvvennee.
4.3.1 i1PBS 2224 primerinin ilk 63 genotipteki gorintisii..........c..coeverveneen.
4.3.2  1PBS 2400 primerinin ilk 63 genotipteki goriintisii.............cccvevneee.
4.3.3  1PBS 2228 primerinin ilk 63 genotipteki goriintisii.............ccovevneee.
4.3.4  i1PBS 2251 primerinin ilk 63 genotipteki gorintlisii.............ccoverenen.
4.3.5 iPBS verileri kullanilarak ¢izilen heat map.........cccocevevereieienennnn.
4.3.6  iPBS verileri kullanilarak Nei metoduna gore ¢izilen dendrogram....
4.3.7  iPBS verileri kullanilarak ¢izilen PCOA grafigi..........ccccccovvvrvinnnnnne.
4.3.8  PCA grafigine ait verilerin 6z deger ve kiimiilatif oran grafigi...........
4.3.9 AK degeri ve K degerleri grafigi........ccccoeeuieiieniieniiieiiiiciicieesie e
4.3.10 B. distachyon popiilasyon yapist analiz SONUCU............cccevvreererennene

XV

11

15

17

18

28

31

36

42

42

43

43

47

48

49

49

50

51



Sekil

4311

4.3.12

4.3.13

SEKILLER DiZINI (devam)

LD heat map . .voeiiitiee e s 52

LD r? — genetik mesafe korelasyon grafikleri ve r?ve D’

degerlerinin dagilim grafikleri..........ccccoevvvieniiniiiinieiieeiece e, 53
Goreceli akrabalik degerleri grafigi........cccoevvvevieviiieeciienieeiieiieee, o4

XVi



Tablo

2.1

3.2

3.35

3.3.6

3.3.7

4.2

4.3

TABLOLAR DIiZiNi

Sa
Brachypodium distachyon tiiriiniin kromozom sayis1 ve yapisi............. 5
Brachypodium distachyon tiiriine ait 235 genotip ve lokasyonlarrt......... 19
Secilen primerlerin baglanma sicakliklari...........occcevveiiiiiiieniiiecnen, 32
Bir genotip i¢in hazirlanan PCR kokteyli.........cccccoovviiiiiniiiiiiiiciiieee 33
PCR isleminin reaksiyon basamaklart............cccooveiiiiiiiiiiiciicicnn 33
Izolasyonu yapilan DNA’larin nanodrop sonuglart............c..ccccceeevereness 37
iPBS primerleri ile olusturulan bant profilleri..........cccocoeiiiiiiiniiieennn. 45

Xvii



SIMGELER VE KISALTMALAR DIiZiNi

Simgeler Aciklama
cm : Santimetre

dk : Dakika

EtBr : Etidyum bromiir

g : Gram

HCI : Hidroklorik asit
MgCl; : Magnezyum kloriir
uL : Mikrolitre

mL : Mililitre

Na-Ac : Sodyum asetat
NaCl : Sodyum kloriir

ng : Nanogram

nm : Nanometre

pg : Pikogram

pH : Hidrojen potansiyeli, asitlik birimi
sn : Saniye

% : Yiizde

°C . Santigrat derece

Xviii



Kisaltmalar
bp
BAC
cDNA
CTAB
DNA
dNTP
EDTA
gDNA
iPBS
HIV
Kb
LINE

LTR

PCR
RFLP
RNA
Rpm
SDS
SINE
TAE
TE
UP

uv

Aciklama

: Base pairs

: Bacterial artificial chromosome

: Complementary DNA

: Cetyl trimethyl ammonium bromide
: Deoksiriboniikleik asit

: Deoksiriboniikleotit trifosfat

: Etilen diamin tetra asetik asit

: Genomik DNA

. Inter Primer Binding Sites

: Human Immunodeficiency Virus

: Kilo base

: Long interspersed elements

: Long terminal repeats

: Mega base pairs

: Polimerase c”hain reactions

: Restriction Fragment Length Polymorphism
: Ribontikleik asit

: Revolution per minute

: Sodium dodecyl sulfate

- Short interspersed elements
: Tris-Asetik asit-EDTA

. Tris-EDTA

- Ultra pure

: Ultraviolet

XiX






1. GIRIS

Iklim degisikligi, diinya ¢apinda gida iiretimini etkilemektedir (Wheeler ve Von
Braun, 2013) ve geleneksel 1slah metodlari ile iiriin verimindeki gelisme orani, kiiresel
talepteki artis karsisinda yetersiz kalacaktir (Ray vd., 2013). Gida ve iklim giivenligi i¢in
bilimsel disiplinler ile tarimsal yeniliklere ihtiya¢ duyulmaktadir (Rivers vd., 2015).

Brachypodium distachyon, bugday, arpa, ¢avdar,yulaf gibi yiiksek ekonomik
oneme sahip tiim tahillar ve Pooideae ailesinde yer alan diger serin mevsim bugdaygil
tirleri i¢in miikemmel bir model sistemdir (Brutnell vd., 2015; Draper vd., 2001). B.
distachyon, ayni zamanda GWAS yaklasimi ile de Pooideae tiirleri i¢in bir takim
avantajlara sahiptir. Adaptasyonu yiiksek bir tiir oldugu i¢in genis bir cografi dagilima
sahip bir tiirdiir ve bdylece cesitli yagsama stratejileri ve abiyotik stres toleransi gibi cesitli

fenotipik 6zelliklere sahiptir (Wilson vd., 2019).

B.distachyon genomu hali hazirda sekanslanmis ve 272 Mbp olarak belirlenmistir.
Yaklagik olarak 17 Gbp genom biiyiikliigline sahip olan bugday ve 5,5 Gbp genom
biiyiikliigiine sahip olan arpa ile kiyaslandiginda oldukc¢a kiiciik bir genoma sahiptir
(Vogel vd., 2010). Ayrica igerdigi anlamsiz tekrar dizileri oran1 da %21,4’tiir ve bugday
(%80) ve arpa (%84) ile kiyaslandiginda oldukga diisiiktiir (Vogel vd., 2010). Boylece B.
distachyon genomundan herhangi bir sekans okumak diger tahil bitkilerine kiyasla ¢ok
daha kolay olmaktadir. Buna ek olarak birbirinden farkli morfolojilere sahip sadece n=5
kromozoma sahip olmasi, diploid olmasi, kii¢lik bir habitusa sahip olmasi, bol miktarda
iri tohum iiretmesi, vegetasyon siiresinin kisa olmasi ve yetistirilmesinin son derece kolay
olmasi gibi ozellikleri(Wilson vd., 2019). B.distachyon’u tahillar i¢in Arabidopsis

thaliana ve geltikten (Oryza sativa ’dan) daha iyi bir model sistem haline getirmistir.

Molekiiler markdrler; gen modellerine gére kodominant veya dominant markorler
olarak, analiz metodlarina gore hibridizasyona dayali ve PCR’a dayali1 markorler olarak,
aktarim moduna gore paternal organel kalittimi, maternal organel kalitimi, bi-parental
¢ekirdek kalitimi ve maternal ¢ekirdek kalitimi seklinde siiflandirilmaktadir (Nadeem
vd., 2018).



Yaklagik tiim Okaryotik organizmalarin genomuna dagilmis halde bulunan
anlamsiz tekrar dizilerine transposable elementler denir. Giiniimiize dek bu tekrar
dizilerini hedef alan bircok DNA markér teknigi gelistirilmistir. Ilk olarak, bu tekrar
dizileri hedef alinan hibridizasyona dayali bir markor teknigi olan restriction fragment
length polymorphism (RFLP) problart gelistirilmistir ve bu teknik ge¢miste oldukca
kullanilmistir (Ruslan Kalendar ve Schulman, 2014; Spell vd., 1988). Ancak daha
sonralart Southern Blot’un cesitli zorluklar1 nedeniyle yerini PCR’a dayali markoér

metodlarina birakmistir (Ruslan Kalendar, 2011).

Transpozonlar iki ana gruba ayrilmaktadir ve ilk grupta olan transpozonlar ise
retrotranspozon olarak adlandirilmaktadir. RNA ara maddesi araciligi ile kendilerini
kopyalayip yapistirarak genom igerisinde hareket etmektedirler ve bu sekilde genomdaki
miktarlar1 artmaktadir (Ruslan Kalendar vd., 2010). ikinci gruba dahil edilen
transpozonlar McClintock tarafindan kesfedilen, kendilerini ¢ift sarmal DNA olarak kesip
yapistirarak hareket eden transpozonlardir (R. Kalendar vd., 2011).

Retrotranspozonlar da kendi iclerinde yapilarina ve transpozisyon dongiilerine
gore iki alt gruba ayrilmaktadir. Bunlar uzun terminal tekrar dizileri igerip
icermemelerine gore adlandirilmis olan LTR ve non-LTR retrotranspozonlardir.
Bitkilerde LTR retrotranspozonlari, non-LTR retrotranspozonlara kiyasla daha bol
bulunmaktadir ve daha aktiflerdir (R. Kalendar vd., 2011). LTR retrotranspozonlari uzun
terminal tekrar dizilerinden transkribe olarak RNA iiretirler ve bu uzun tekrar dizilerinin
hemen i¢ kisminda bulunan bolge ters transkripsiyon ile ekstra kromozomal cDNA
olusturmak i¢in korunmus priming bdolgesidir (Ruslan Kalendar ve Schulman, 2014).
Retrotranspozonlarin entegrasyon aktivitesi, kalicilig1, dagilimi, korunmus yapisi, sekans
motifleri ve yiiksek kopya sayis1 gibi 6zellikleri molekiiler markor gelistirmek icin ideal

bir kaynak oldugunu gostermektedir (Ruslan Kalendar vd., 2010).

Gilinlimiize kadar c¢esitli retrotranspozon tabanli molekiiler markor teknikleri
gelistirilmistir; Ornegin sequence-specific amplified polymorphism (SSAP), inter-
retrotransposon amplified polymorphism (IRAP), retrotransposon-microsatellite
amplified polymorphism (REMAP). Fakat bu markor sistemlerinin uygulanabilmesi i¢in
onceden bir sekans bilgisine sahip olmak gerekmektedir (Ruslan Kalendar ve Schulman,
2014). Ancak Kalendar ve ark.(2010)’nin DNA parmak izi analizi i¢in gelistirdigi, PCR’a
dayal1 bir genetik markdr yontemi olan inter primer binding sites (iPBS) markor teknigi,

bir 6n sekans bilgisine ihtiya¢ duymamaktadir. Ayrica baglanma sicakligi ve primer
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uzunlugu sayesinde sahip oldugu yiiksek tekrarlanabilirlik o6zelligi de diger
retrotranspozon tabanli markdr sistemlerine kiyasla avantaj saglamaktadir (Antonius-

Klemola vd., 2006; Guo vd., 2014).

Retrotranspozon tabanli bir markdr sistemi olan iPBS markdr tekniginde hedef,
uzun tekrar zincirlerinin i¢ kisminda bulunan primer baglanma dizileridir (PBS). Bu PBS
bolgelerine 6zel primerler dizayn edilir ve gelistirilen primerler retrotranspozonlar
tizerinde bulunan PBS boélgelerine baglanarak iki retrotranspozon arasindaki bolgeyi
cogaltmaktadir. Olusan farkli uzunluklardaki fragmentler ise elektroforez ile
ayrimlanarak goriintiilenmektedir (Ruslan Kalendar ve Schulman, 2014). Cogaltilan
fragmentler iki adet PBS sekansi, iki adet LTR ve iki retrotranspozon arasindaki i¢
bolgeyi igermektedir (Alzohairy vd., 2014; Ruslan Kalendar ve Schulman, 2014).
Boylece Kalendar ve ark. (2010)’nin gelistirdigi iPBS markér metodu, okaryotik
canlilarin genomlarindaki polimorfizmin hizli ve kolay bir sekilde goriintiilenmesini

saglamaktadir.

iPBS markor teknigi kullanilarak daha 6nce bugday, incir, cgeltik, fasulye ve
bamya gibi ¢esitli bitki tiirlerinde genetik ¢esitlilik ve popiilasyon yapisi ¢aligmalari
yapilmis ve elde edilen sonuglar dogrultusunda bu markdr sisteminin oldukca giiglii ve
verimli oldugu gorilmiistiir (Arystanbekkyzy vd., 2019; Belttar vd., 2017; Comertpay
vd., 2016; Nemli vd., 2015; Yildiz vd., 2015).

Yapilan bu tez ¢aligsmasi kapsaminda, iPBS primerleri kullanilarak B. distachyon
tiirline ait 235 genotipten olusan popiilasyonda genetik c¢esitlilik analizi yapilmistir. PCR
amplifikasyonu sonucunda olusan fragmentlerin polimorfizmine gore cesitli
hesaplamalar ve analizler yapilmistir. Nei dist yontemi ile R programinda Jaccard
metoduna gore genotiplerin birbirlerine uzakliklar1 hesaplanarak benzerlik matrisi
olusturulmustur ve bodylece dendrogram ¢ikartilmistir. Temel bilesen analizi (PCA)
yapilarak elde edilen verilerin dogrulugu gii¢lendirilmistir. Ayrica STRUCTURE
programi kullanilarak popiilasyon yapisi incelenmistir. Bu ¢aligmadan elde edilecek
sonuglarin, B. distachyon ve Pooideae igerisinde yer alan ekonomik 6neme sahip tahillar
ve diger tiim serin mevsim bugdaygileri lizerinde ¢alisan arastiricilar igin yararl olmasini

umuyoruz.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Brachypodium distachyon

Latince ismi Poaceae olan ve 10 000’den fazla tiir iceren bugdaygiller familyasinin
sahip oldugu ii¢ alt aileden en biiyligii olan ve bugday, arpa ve ¢cavdar gibi 6nemli tahillart
ve yem bitkilerini igeren Pooideae alt ailesinin sekanslanan ilk iiyesi olan Brachypodium
distachyon tiirii, yap1 ve gelisim bakimindan tipik bir otsudur (Draper vd., 2001; Vogel
vd., 2010, 2009).

\

Poales
Poaceae
Pooideae

Brachypodium P. Beauv.

Brachypodium
distachyon (L.) P. Beauv.

Sekil. 2.1. B. distachyon tiirliniin taksonomik yapisi.

Gegtigimiz birkag bin yilda insanlar, Poadeae familyasina ait bugdaygil tiirlerinin
bir kismini evcillestirerek bugday, ¢eltik, misir ve sorgum gibi birgok onemli kiiltiir
bitkisinin olusmasii saglamistir. Bu evcillestirilerek olusturulan “core Pooid” alt
ailesinin evrimsel gelisiminde Brachypodium oncii olarak goriilmektedir (Draper vd.,
2001).



Diinyada tiiketilmekte olan gidalarin yaklasik %60°1 bugdaygillerden elde
edilmektedir ve ekonomik olarak olduk¢a Ooneme sahiptir (Keller ve Feuillet, 2000).
Onemli bir bugdaygil bitkisi olan B. distachyon tiiriiniin dogal yayilis gésterdigi alanlar,
kiigiik taneli tahillarin atalar1 ile biiylik 6lclide Ortiisen ve iliman bdlgeler olan Orta

Dogu’yu ve Akdeniz’i kapsamaktadir (Opanowicz vd., 2008; VVogel vd., 2010).

Genom boyutu oldukea kiigiik olan B. distachyon 'un genomu, baslangigta 0,21 pg/
haploid genom olarak tahmin edilen ve su anda 0,36 pg/ haploid genom kabul edilen (1
pg = 102g) C degeriyle yaklasik olarak 272 Mbp’dan ve n = 5 temel kromozom sayzisi
ile 6 adet haritalanmamis scaffolddan olusmaktadir (Opanowicz vd., 2008; Ozdemir vd.,
2008). Arabidopsis, nispeten daha kiigiik genoma (135 Mbp) sahip olmasina ragmen
filogenetik olarak Poaceae ailesine olduk¢a uzaktir. B. distachyon, Poaceae
familyasindaki en kiigiik genoma sahip tiir olmasi ve iyi bir model bitkide bulunmasi
gereken bir ¢ok 6zellige sahip olmasi1 nedenleriyle Poaceae igerisinde yer alan tiim serin
mevsim bugdaygilleri igin model sistem olarak segilmis ve kabul gormektedir (Draper
vd., 2001).

Tablo 2.1. Brachypodium distachyon tiiriiniin kromozom sayisi ve yapist.

Kromozom Uzunluk (bp) Kromozom Haritasi Gen Sayisi

1 74 834 646 Kromozom 1 8976
2 59 328 898 Kromozom 2 6 965
3 59 892 396 Kromozom 3 7012
4 48 648 102 Kromozom 4 5050
5 28 444 383 Kromozom 5 2991

78 adet haritalanmamig
scaffold

6 271 923 306 5 Kromozom ve 78 30994
scaffold

6 774 881 0



Bugdaygiller igerisinde en kii¢iik genoma sahip olan B. distachyon‘un kendine
dollenen bir bitki olmasi, kolay biiyiime kosullarina sahip olmasi, generasyon siiresinin
kisa olmasi (8 hafta), fiziksel boyunun kisa olmasi (yaklasik olarak 20 cm), yasam
dongiisiiniin 4 aydan daha kisa olmasi ve genetik transformasyon kolaylig1r gibi arzu
edilen ve izlenebilir bir deneysel modelin gerektirdigi bircok 6zelligin kombinasyonuna
sahip bir yabani bitkidir (Bevan vd., 2010; Draper vd., 2001; Opanowicz vd., 2008;
Ozdemir vd., 2008).

Yiiksek verimli transformasyon, gen kaynaklar1 koleksiyonlari, genetik markorler,
gen baglant1 haritasi, BAC (bacterial artificial chromosome) kiitiiphaneleri, fiziksel
haritalar, mikrogip ve veritabani gelistirmeyi kolaylastiran bu tiirlin genom sekansinin
celtik ve sorgumun gen igerigi ve gen aile yapisi bakimindan benzerlikleri, tiim bugdaygil
bitkileri i¢in giigli bir fonksiyonel genomiks kaynagi oldugunu gostermektedir
(Opanowicz vd., 2008).

Serin mevsim bugdaygil bitkilerinin tohumlari un, nisasta, seker, surup, yaglar ve
malt gibi dogrudan insan yiyecekleri i¢in ve dolayli olarak hayvan yemi olarak kullanilir,
mahsul artiklari ise kii¢iik bir enerji kaynagi olarak kullanilir. Ancak son zamanlarda bu
atiklar1 kullanma ve biyoyakit iiretimi i¢in yeni iriinler gelistirme konusunda biiyiik ilgi
vardir (Opanowicz vd., 2008). Yenilenebilir enerji ve gida iiretimi amaciyla dallidart,
bugday ve serin mevsim yem bitkileri gibi bugdaygil tiirleri {izerinde yapilan

arastirmalarin artmasi gerekmektedir (Opanowicz vd., 2008; Vogel vd., 2010).

Biiytik bir habitusa sahip olmalari, genomlarinin biiyiikliigi ve yetistirilmelerindeki
giicliikler gibi nedenlerden dolay1 son yillarda gelistirilmekte olan enerji bitkileri tizerinde
bilimsel ¢alismalar (mutant ekranlar, transgenik manipiilasyon, kontrollii kosullar altinda
biiyiime) yapmay1 son derece zorlastirmakta ve bu nedenle iyi bir modele sahip olmak

avantaj saglamaktadir (Vogel vd., 2009).

B. distachyon, sahip oldugu avantajlar nedenleriyle tahillar i¢in bu giine kadar
model olarak kullanilan ¢eltik ve ilk model bitki olan Arabidopsis thaliana ya gore daha
iyi bir model sistemdir. Bu model sistem ile yapilacak olan ¢alismalarin basta tahillar
olmak iizere tiim serin mevsim bugdaygilleri iizerinde yapilan bilimsel calismalar
kolaylastirarak genomik bilgi tiretimine hiz katmasi beklenmektedir (Bevan vd., 2010).
Geleneksel bir model olarak hizmet etmenin yan1 sira Brachypodium, son derece verimli

Agrobacterium aracili transformasyon sistemi ve hizli iiretim siiresi sayesinde bugdaygil



bitkilerindeki transgenik yaklasimlar i¢in miikemmel bir sistemdir (Vogel vd., 2009).
Genom sekansinin mevcut olmasinin sagladig avantaj ile transformasyon, mutagenez ve

gen haritalama i¢in molekiiler ve genetik araglara sahiptir (Opanowicz vd., 2008).

Brachypodium cinsi icerisinde yer alan Brachypodium sylvaticum da model olarak
daha bugday ve arpa klonlama projeleri gibi molekiiler ¢alismalar da kullanilmustir.
Ancak B. sylvaticum ¢ok yillik yabanci déllenen bir tiir olup, genomu B. distachyon’a
kiyasla ¢ok daha biiyiiktiir (Opanowicz vd., 2008; Vogel vd., 2009). Brkljacic vd., (2011)
ile Ozdemir vd., (2008)’ nin ¢alismalar1 bu tiir calismalara 6rnek olarak gosterilebilir
Yapilan transpozon ¢aligmalarinda B. distachyon genomunun %21.4’{ini
retrotranspozonlarin olusturdugu belirlenmistir.. Celtik (%26), sorgum (%54) ve bugday
(%80°den fazla)ile karsilastirildiginda B. distachyon’ un retrotranspozon igeriginin ¢ok

daha diisiik oldugu dikkat ¢cekmektedir (Vogel vd., 2010).



2.2. Transpozonlar

Birka¢ nadir tiir disinda ¢ogu okaryotik organizmanin genomunun biiyiik bir
kismin1 dagilmis tekrar dizileri olusturmaktadir ve bliyiik 6lgekli DNA sekanslamalari
sonucunda goriilmiistiir ki bu diziler agirlikli olarak ¢esitli mekanizmalar kullanarak
genom igerisinde kendisini ¢ogaltabilen ve bagka lokasyonlara tasiyabilen transposable
(mobil) elementlerdir (Havecker vd., 2004; R. Kalendar vd., 2011; Wicker vd., 2007).

Transposable elementler, RNA ara maddesi veya DNA ara maddesi gibi ¢esitli
replikatif stratejiler kullanmaktadir. Okaryotik canlilarm yasam agacinda bu kadar genis
bir sekilde bulunmalari, transpozonlarin olduk¢a uzun bir ge¢mise sahip oldugunu

gostermektedir (Feschotte, 2008).

Plasmodium falciparum ve buna yakin bazi tlirler hari¢ tiim Okaryotik ve
prokaryotik canlilarin genomunda bulunurlar (Wicker vd., 2007). Genom igerisinde
kendilerini kopyalama ve konum degistirme yetenekleri sayesinde canlilarin
genomlarinin boyutunu arttirirken, eklendikleri yerlere gére genomda gen delesyonu,
genin farkli ifade edilmesi gibi baz1 mutasyonlara sebep olabilmektedirler (Havecker vd.,
2004). Barbara McClintock, transpozonlari ilk kez 1950 yilinda, misir (Zea mays)

bitkisinde yer degistirebilen kontrol elementleri olarak kesfetmistir.

Transposable elementler kendi i¢lerinde oldukca biiylik bir cesitlilik gdstermekle
birlikte insan genomunun %45’ini teskil ederken, bitki genomlarinin yarisindan fazlasini,
hatta %6901 kadarin1 olusturabilirler (Capy vd., 1998; Cho, 2018; Ruslan Kalendar, 2011;
Ruslan Kalendar vd., 2010). Kiiciik bir genoma sahip olan Utricularia gibba bitkisinin
genomunun yaklasik olarak %3’linii olustururken, biiyiik bir genoma sahip olan misir
bitkisinin genomunun yaklasik olarak %85’ini olusturmaktadirlar (Ibarra-Laclette vd.,
2013; Schnable vd., 2009). Yaklasik olarak 500 Mbp genoma sahip olan bitki tiirlerinde
(geltik, sorgum, vb.) genomun yaklasik olarak %30’unu transposable elementler
olusturmaktadir. Bu nedenle, transposable element oraninin bitki genomlarinda %30
oldugu saniliyordu (Michael, 2014). Ancak giiniimiizde, yiiksek dogruluga sahip biiyiik
genom bilgileri ve efektif biyoinformatik araglar sayesinde tekrar eden diziler hakkinda
daha fazla bilgi edinilmektedir ve boylece transposable element oraninin her bitkide

cesitlilik gosterdigi bilgisine ulagilmistir (Kim vd., 2012; Levy, 2013).



Transposable elementler iki farkli replikasyon mekanizmasi kullanirlar:

e Simuf | Transposable Elementler: Kendisinden bir RNA iireterek ve daha
sontra bunu cDNA’ya doniistiirerek farkli lokasyona yerlesmesi
mekanizmasidir. Retrotranspozon olarak adlandirilan bu transpozon

tiirlinde RNA ara formu kullanilir. Genom igerisindeki sayilar1 artmaktadir.

e Smif II Transposable Elementler: Kendisini genom igerisinden kesip
cikararak farkli bir lokasyona yerlesmesi mekanizmasidir. DNA ara formu
seklinde taginirlar. Genom igerisindeki sayilar1 sabittir (R. Kalendar vd.,
2011; Ruslan Kalendar, 2011; Ruslan Kalendar vd., 2010).

Bircok bitki genomunda retrotranspozonlarin miktar1 smif II transposable
elementlere kiyasla ¢ok daha fazladir. Ozellikle LTR retrotranspozonlari, transposable

elementler ailesinde oldukga baskindir (Mirouze ve Vitte, 2014).

Transposable (mobil) elementlerden; entegrasyon aktivitesi, dagilimi ve yiiksek
kopya sayis1 gibi genomik 6zellikleri sayesinde ¢esitli yollarla molekiiler markor olarak
yararlanilmaktadir (Ruslan Kalendar vd., 2010). Bu markdrler DNA fingerprinting,
genetik  ¢esitlilik ve filogeni analizlerinde, genom haritalama c¢aligmalarinda

kullanilmaktadir (Poczai vd., 2013).



2.2.1. Retrotranspozonlar

Retrotranspozonlar, retroviriisler gibi RNA ara maddesi iireterek ve sonrasinda
ters transkripsiyon ile cDNA olusturarak farkli bir lokusta genoma tekrar entegre olarak
hareket ederler ve orjinal kopyalari genomda varligini siirdiirmeye devam eder. Boylece
genomdaki miktarlar1 artarken ayn1 zamanda hareket ederler (Havecker vd., 2004; R.
Kalendar vd., 2011; Ruslan Kalendar vd., 2010). Ancak retroviriislerin yaptig1 gibi
genomdan ayrilarak baska hiicreleri enfekte etmek yerine retrotranspozonlar yalnizca
kopyalarin1 genoma entegre ederler. Bu entegrasyon polen veya yumurta hiicrelerinde

gerceklesirse polimorfizme neden olabilir (Havecker vd., 2004).

Kendisini tekrarlayan ve yer degistiren retrotranspozonlar, hemen hemen biitiin
Okaryotik genomlarda ve Ozellikle bitkilerde bol miktarda bulunan bilesenlerdir (R.
Kalendar vd., 2011; Ruslan Kalendar vd., 2010). Nispeten kisa evrimsel zaman ¢izgisine
gbre kopya sayisinda biiyiik Olgiide degisiklik gosteren ve bitki genomunun yapisal
evriminin major komponentini temsil eden, en degisken genomik bilesendir (Ruslan
Kalendar, 2011). Yiiksek bitkilerde tekrarlanarak toplam DNA miktarina 6nemli 6lgiide
katki saglarlar ve genomun yarisindan fazlasii olusturabilirler (Ruslan Kalendar vd.,
2010). Ornegin, musir genomunun %75’inden fazlasim  retrotranspozonlar
olusturmaktadir ve bu retrotranspozonlarin biiylik kismi LTR- retrotranspozonlaridir

(Monden vd., 2014).

Retrotranspozonlar da kendi icerisinde yapisina ve transpozisyon dongiisiine gore iki

alt gruba ayrilmaktadir;

e Uzun terminal tekrar dizileri bulunduran ve bitki genomlarinda baskin bulunan

LTR retrotranspozonlar

e Uzun tekrar dizileri bulundurmayan non-LTR retrotranspozonlar (long
interspersed repetitive elements (LINE) ve short interspersed repetitive elements
(SINE)) (R. Kalendar vd., 2011; Ruslan Kalendar, 2011).
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Bitki genomlarindaki uzun terminal tekrar dizileri (LTR) iceren simf I
retrotranspozon miktart non-LTR retrotranspozonlarina kiyasla daha bol ve aktiftir ve
genomdaki miktar1 %40 ile %70 arasinda degismektedir (Ruslan Kalendar, 2011; Ruslan
Kalendar vd., 2010; Ruslan Kalendar ve Schulman, 2014). Her ne kadar en yaygin
retrotranspozonlar genom boyunca dagilmis olsa da, tahillarda ve turunggillerde
genellikle bolgesel olarak birbirine yakin ve i¢ ice ge¢mis sekilde bulunurlar (Ruslan
Kalendar, 2011).

Retrotranspozonlar, RNA {iiretmek i¢in uzun tekrar dizilerinden transkribe olurlar
ve uzun tekrar dizilerinin hemen i¢ kisminda bulunan bdlge ters transkripsiyon ile ekstra
kromozomal ¢cDNA olusturmak i¢in korunmus priming bolgesidir (Ruslan Kalendar,
2011; Ruslan Kalendar ve Schulman, 2014).

CA TG
INDNDNDN] TR e 3 e GAG X POL W ENV b P UTR NONQNDN]
TG CA

Sekil 2.2.1. LTR retrotranspozon yapisi.

LTR retrotranspozonlari, iki ucu arasinda ayrilan bir tek L'TR kopyas: igeren bir
RNA kopyas1 tiretmek i¢in uzun terminal tekrar dizileri iceren 5’LTR bdlgesinden
transkribe olur. Bu RNA daha sonra HIV gibi lentiviriislerin yaptigr gibi ters
transkripsiyon ile genoma tekrar entegre olacak olan ekstra kromozomal cDNA olusturur
(Ruslan Kalendar ve Schulman, 2014). 5°LTR’lerin hemen i¢ kismu ters transkripsiyon
icin priming bdlgeleridir. Retrotranspozonun biiyiik merkezi kismi, RNA’nin
yerlestirildigi virlis benzeri bir partikiiliin yapisal bilesenlerini, ters transkriptaz ve
integraz enzimi ile birlikte kodlar (Ruslan Kalendar, 2011). Hem genel yapisal 6zellikler,
hem de yasam dongiisiiniin temel adimlari, retrotranspozonlar ve retroviriisler tarafindan

paylasilmaktadir (Havecker vd., 2004).
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Retroviriislerde de GAG ve Pol genleri, LTR ve PBS bolgeleri bulunmaktadir.
Retroviriisler ile retrotranspozonlarin bazi kiigiik farkliliklar1 bulunmaktadir. Bunlardan
en belirgini ENV genidir. Retrotranspozonlar, retroviriislerin yaptigi gibi kendilerini
kopyaladiktan sonra bir zarf proteini iireterek baska konakgilar1 enfekte etmezler. Bu
nedenle de zarf proteini lireten ENV geni bulundurmazlar. Retrotranspozonlarda bulunan
GAG geni, Gag kapsid proteininin tiretiminden sorumlu gendir. Pol ise AP (aspartik
proteinaz), RT (reverse transkriptaz), RH (Rnase H) ve INT (integraz) genlerini
bulundurmaktadir. Bu Pol genleri de ayn1 sekilde retroviriislerde bulunmaktadir (Ruslan

Kalendar, 2011).

Retrotranspozonlarin entegrasyon aktivitesi, kaliciligi, genel dagilimlari, korunmus
yapisi, sekans motifleri, yiiksek kopya sayist gibi 6zellikleri molekiiler markor

gelistirmek i¢in ideal bir kaynak oldugunu gostermektedir (Ruslan Kalendar vd., 2010).

Insan ve diger memeli genomlarinda bulunan retrotranspozonlarm ¢ogunlugu uzun
terminal tekrar dizileri icermeyen non-LTR retrotranspozonlar olup, biraz farkli bir
kopyala yapistir mekanizmasina sahip olan LINE ve SINE gruplarini igermektedir. LINE
elementlerinin L1 ailesi ve SINE elementlerinin Alu ailesi insan genomik DNA’sinin
yaklasik olarak %30’unu, 2 milyon bazi i¢cermektedir. Memelilerdeki SINE gibi Alu
tekrarlart genom boyunca dagilim gostermektedir ve bu tekrarlarin herhangi birine
baglanan primer sekanslari ile spesifik olmayan bir¢cok bant iiretilebilir ve Alu tekrar
polimorfizmlerini tespit etmek igin markor olarak kullanilabilir (Ruslan Kalendar, 2011,
Ruslan Kalendar ve Schulman, 2014; Kumar ve Hirochika, 2001).
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2.3. Molekiiler Markorler

Molekiiler markdrler, farkli genotipler arasindaki iligkiyi ve hangi eslesmelerin
yeni ve daha iyi gen kombinasyonlar: liretebilecegini tahmin etmeyi saglayan genetik
varyasyon araglaridir (Ruslan Kalendar vd., 2010). Molekiiler markorlerin genotipleri
birbirinden ayirt etme kabiliyetlerinin yiiksek olmasi, stabiliteleri, maliyetleri ve kullanim
kolayliklar1 gibi 6zellikleri genetik ¢alismalarda kullanilmaya oldukca uygun oldugunu

gostermektedir (Grover ve Sharma, 2016).

Biyokimya ve molekiiler biyolojideki onemli geligsmelerle birlikte DNA markor
sistemleri son 40 yilda 6nem kazanmistir (Ruslan Kalendar, 2011). Daha onceleri
kullanilan morfolojik markorler ¢evresel faktorlerin fenotipi etkilemesi, genotipin her
zaman fenotipte goriinmemesi gibi etkenlerden dolayr olduk¢a dezavantaja sahiptir
(Mondini vd., 2009). Biyokimyasal markor sistemindeki allozim ve izozim gibi enzimler
ve sekonder metabolit gibi biyokimyasallarin stabil olmamasi ve ¢esitli zorluklarinin
bulunmasi da biyokimyasal markorlerin kullanimini azaltmistir (Ruslan Kalendar, 2011).
Bu markor sistemlerinin zorluklar1 ve bitki genom sekanslama ile ilgili bilgi artis1 ve
bunun gibi birgok gelisme DNA polimorfizmine dayali markorlerin  gelismesini

hizlandirmistir (Grover ve Sharma, 2016; Ruslan Kalendar, 2011; Nadeem vd., 2018).

DNA markorleri; genetik ¢esitlilik ve dagilimin arastirilmasinda, baglanti
haritalarinin olusturulmasinda, gen saptamada, filogenetik analiz yapmada ve belirli
genleri tagiyan genotiplerin veya hatlarin incelenmesinde 6nemli bir role sahiptir (Ruslan

Kalendar, 2011).
Genetik markorler uygulanis sekillerine gore temel olarak ikiye ayrilmaktadir:

e Hibridizasyona dayali markoérler (RFLP, restriction fragment length
polymorphism) ve

e PCR (polimerase chain reaction)’a dayali markérler.

RFLP markor tekniginde restriksiyon endoniikleazlar1 kullanilarak gDNA
(genomik DNA) kesilir ve ¢esitli problara hibridize olan degisik uzunluktaki niikleotid

fragmentleri incelenir (Grover ve Sharma, 2016).
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Primer olarak kullanilan kii¢iik DNA fragmentlerinin amplifikasyonuna dayali olan
PCR teknigi 1983 yilinda Carry Mullis tarafindan gelistirilmistir ve molekiiler markor
teknolojisinde bir ¢igir agmustir (Ruslan Kalendar, 2011; Mullis ve Faloona, 1987).
Kullanilan primer ve primerin baglanacagi hedef bolgeye gore cesitli teknikler

gelistirilmistir (Nadeem vd., 2018).
Molekiiler markdrlerin gesitli avantajlar: vardir:

e (evresel faktorlerden etkilenmezler,
e Genomdaki herhangi bir sekansa uygulanabilirler,
e Pleiotropik veya epistatik etki gostermezler,

e Fenotipik varyasyon gostermeyen polimorfizmleri ayirt edebilirler
(Mondini vd., 2009).

Cesitli retrotranspozon tabanli markor sistemleri gelistirilmistir:

e Sequence-specific amplified polymorphism (SSAP)

Inter-retrotranspozon amplified polymorphism (IRAP)

Retrotranspozon-microsatellite amplified polymorphism (REMAP)

Retrotranspozon-based insertional polymorphism (RBIP)

Tagged microarray marker (TAM)

Retrotranspozon UTL polymorphism fingerprinting (RUP)

Tim bu retrotranspozon tabanli markor sistemlerinde sekans bilgisine ihtiyag
duyulmaktadir. Transposable elementlere 6zel primer gelistirmek i¢in sekans bilgisine
ithtiya¢ duyulmasi tiim retrotranspozon tabanli markor sistemlerinde genel bir problemdir.
Ancak inter Primer Binding Sites (iPBS) markor teknigi bu problemin iistesinden

gelmektedir(Alzohairy vd., 2014).
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2.3.1. iPBS markor yontemi

Retrotranspozonlara ait polimorfizmin izolasyonu ve goriintiilenmesi ig¢in son
zamanlarda iPBS metodu kullanilmaktadir. iPBS amplifikasyon teknigi 6nceden
belirlenmis bir sekans bilgisine ihtiya¢ duymadigi i¢in ve baglanma sicakligi ve primer
uzunlugu sayesinde yiiksek tekrarlanabilirligi ile, diger retrotranspozon bazli markdrlere
kiyasla oldukga avantajlidir (Antonius-Klemola vd., 2006; Guo vd., 2014). Ayrica diisiik
maliyeti ve yiiksek verimliligi de iPBS retrotranspozonlarini iyi bir markdr sistemi

yapmaktadir (Ali vd., 2019).

LTR bolgeleri, PCR ile direkt amplifikasyona izin veren korunmus motif igermez
(Ruslan Kalendar ve Schulman, 2014). Ancak primer baglanma sekanst (PBS), LTR
retrotranspozonlarinin iizerindeki uzun tekrar dizilerinin yaninda bulunan bir bolgedir ve
genel olarak korunmaktadir. Genom {iizerinde birbirine yakin ve i¢ice ge¢cmis olarak

bulunmaktadirlar (Ruslan Kalendar, 2011).

5S’LTR 5’LTR
+“—> 4+“—>

AC C
m 2w U5 R U DOOODDDDDDII U3 R UEEm S m
w GT TG o

» o

LTR Retrotranspozon' T LTR Retrotranspozon

iPBS Uriinii

Sekil 2.3.1. Kalendar ve ark. (2010) gelistirdigi iPBS markor teknigi.

Kalendar ve ark. (2010) gelistirmis oldugu iPBS metodunda bu korunan PBS
bolgeleri hedef alinmaktadir. PBS bolgelerine 6zel primerler dizayn edilmistir ve Sekil
2.3.1°de gosterildigi tizere PCR amplifikasyonu iki PBS arasinda gergeklesmektedir
(Ruslan Kalendar vd., 2010). Iki farkli retrotranspozondaki aym1 PBS bolgelerine
baglanan primerler, iki retrotranspozon arasini ¢ogaltmaktadir (Ruslan Kalendar ve
Schulman, 2014). Olusan fragmentler iki adet PBS, iki adet LTR ve aradaki i¢ bolgeyi
icermektedir (Alzohairy vd., 2014; Ruslan Kalendar ve Schulman, 2014). Boylece
Kalendar ve ark. (2010), dkaryotik genomlarin hizli ve kolay bir sekilde incelenmesine
olanak saglamiglardir. Genotipler arasi polimorfizmin goriintiilenmesi igin oldukga

verimli ve evrensel bir tekniktir.
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iPBS markér sistemi daha 6nce tiziim (Vitis vinifera L.) (Guo vd., 2014), bezelye
(Pisum sativum) (Baloch vd., 2015), fasulye (Phaseolus vulgaris L.) (Nemli vd., 2015),
nohut (Cicer arientinum) (Andeden vd., 2013), kayingiller (Fagaceae) (Coutinho vd.,
2018) ve guava (Psidium guajava) (Mehmood vd., 2016) gibi ¢esitli bitkilerde genetik
cesitlilik caligmalarinda kullanilmig ve kullanilan tiirlerin popiilasyon yapilar1 analiz
edilmigtir. Elde edilen sonuglar, bu markor sisteminin olduk¢a giiglii oldugunu

gostermektedir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Tez Calisma Plam

Bu tez calismasinda yapilan deneyler Ege Universitesi Ziraat Fakiiltesi Seras1 ve
Ege Universitesi Biyomiihendislik Boliimii Molekiiler Genetik Laboratuvari’nda

gerceklestirilmistir. izlenen yol asagidaki gibidir (Sekil 3.1):

* Brachypodium distachyon tiiriine ait tohumlarin in vitro ortamda

1 ¢cimlendirilmesi
* Geng yapraklardan DNA izolasyonu ve miktar-saflik tayini
X * Elde edilen DNA'lara iPBS primerleri ile PCR uygulamasi
" * PCR sonucu elde edilen bant goriintiilerinin 1-0 seklinde skorlanmasi

» Skorlama sonucu elde edilen verilerin analizi

Sekil 3.1. Tez calismasinda izlenen yol.
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3.2. Kullanilan Materyaller

3.2.1. Bitki materyali

DNA materyali olarak B. distachyon tiiriine ait Tiirkiye’nin farkli lokasyonlarina
ait 235 genotip tohumu Prof. Dr. Metin Tuna tarafindan temin edildikten sonra bu
tohumlar ¢imlendirilerek gelisen geng yapraklar kullanilmistir. Bu genotipler Sekil 3.2.

ve Tablo 3.2.’de gosterilmistir.

Eskigehir Centre
Sivrihisar

....................

Polath
Haymana

Uzunkdpri
Enez
iskender

Stileymanpasa
Hayrabolu
Kayr

Corlu
\ Murath

Can-Yenice | .
Lapseki !
Gelibolu_________, i
................... h
Balikesir Centre f
Balya-Yenice = pe====s=mmmme-- : H
h ~ i
Dursunbey ! { 1
s o i NS V- i
Harmancik i : i -, 1 Gaziantep Centre {@9-========~ H
------------------ { H
Tavsanh { i [ —— H
! {3 ( 1
! H H
! H H
i ! Kahta i
i R R
Kozluk

.....................

Sekil 3.2. Tez c¢aligmasinda kullamilan Brachypodium distachyon tiiriine ait 235 genotipin
Tiirkiye’deki lokasyonlari
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Genotip
No

Genol
Geno2
Geno3
Geno4
Geno5
Geno6
Geno7
Geno8
Geno9
Genol0
Genoll
Genol2
Genol3
Genol4
Genol5
Genol6
Genol7
Genol8
Genol9
Geno20
Geno21
Geno22
Geno23
Geno24
Geno25
Geno26
Geno27

Geno28
Geno29
Geno30
Geno31
Geno32
Geno33
Geno34
Geno35
Geno36
Geno37
Geno38
Geno39
Geno40

Tablo 3.2. Tez calismasinda kullanilan Brachypodium distachyon tiiriine ait 235 genotip ve

Genotip

Adr
Koz 3a
90-3
83-18
46-3
69-7
14-1
67-3
67-2
11-6
65-8
39-2
5-3
45-7
Koz 46
5-6
5-9
5-13
28-10
90-8
34-12
46-4
33-14
33-4
93-14
9-14
91-11
97-20

Koz 46
Adi 46
Koz 26
35-12
42-7
38-3
Gaz 6
Gaz 2
92-20
66-14
35-6
34-11
97-24

lokasyonlari

Toplandig1 Lokasyon

Kozluk (Batman)

18 Mart Univ. Kampus
TUBITAK Gen Merkezi
Burdur-Bucak-2
Canakkale Serceler Koyii
Kay1 Koyii, Tekirdag
Harmancik- Kiitahya
Harmancik- Kiitahya
Cenekdy, Hayrabolu
Balikesir merkez II Kiitahya ¢ikis1
Danisment (deniz kenart)
Olacak, Meri¢
Burdur-Bucak-1

Kozluk (Batman)
Olacak, Meri¢

Olacak, Meri¢

Olacak, Merig

Begendik

18 Mart Univ. Kampus
Ahmetli, Sile
Burdur-Bucak-2
Uveyizli, Sile

Uveyizli, Sile

Balya Yenice arasi 11
Buyikali, Tekirdag (3)
Canakkale Bursa Yolu Baslangici

Kiitahya yolu Dursunbey-Harmancik
arasl
Kozluk (Batman)

Adryaman

Kozluk (Batman)
Sile

Haskdy, Enez
Kiligkdy, Kesan
Gaziantep-1
Gaziantep-1
Dursunbey- Balikesir
Sehitlik I Canakkale
Sile

Ahmetli, Sile

Kiitahya yolu Dursunbey-Harmancik
arasl

19

Koordinat

N 40°06.910'
N 40°47.189'
N 37028.672'
N 40°03.470'
N 41°02.537"
N 39940.773'
N 39940.773'
N 41°12.029'
N 39°941.131'
N 40°36.007"
N 41°12.275'
N 37°28.679'
N 41°12.275'
N 41°12.275'
N 41°12.275'
N 40°56.692'
N 40°06.910'
N 41°09.394'
N 37028.672'
N 41°06.690'
N 41°06.690'
N 39946.888'
N 41°00.891'
N 38°43.864'
N 39°39.306'

N 41°09.532'
N 40°38.717"
N 40°47.768'

N 39°36.515'
N 40°14.653'
N 41°09.532'
N 41°09.394'
N 39°39.306'

E 026°25.482'
E 029°27.601'
E 030° 33.631"'
E 026°35.758'
E 027°30.374'
E 029°08.846'
E 029°08.846'
E 027°11.192'
E 027°58.782'
E 026° 24.876'
E 026° 28.639'
E 0300 33.541'
E 026° 28.639'
E 026° 28.639'
E 026° 28.639'
E 026° 34.106'
E 026925.482'
E 029° 34.811'
E 030° 33.631'
E 029° 25.759'
E 0290 25.759'
E 027024.375'
E 0270 25.351"
E 034%49.910'
E 029°01.933'

E 029° 37.526'
E 026° 16.342'
E 026° 34.282'

E 028037.931"
E 026°17.708'
E 029° 37.526'
E 029° 34.811'
E 029°01.933'

415 feet
593 feet
854 m
362 feet
720 feet
2240 feet
2240 feet
275 feet
642 feet
20 feet
334 feet
862 m
334 feet
334 feet
334 feet
378 feet
415 feet
29 feet
854 m
253 feet
253 feet
1740 feet
860 feet
155 feet
2020 feet

95 feet
124 feet
130 feet

2215 feet
605 feet
95 feet
29 feet

2020 feet

Ploidi
Seviyesi

Diploid
Diploid
Mixed
Diploid
Diploid
Diploid
Diploid
Diploid
Diploid
Diploid

Diploid
Diploid
Diploid
Diploid
Diploid
Diploid
Diploid
Diploid
Diploid
Diploid
Diploid
Diploid
Diploid
Diploid
Diploid
Diploid
Diploid
Diploid
Diploid
Mixed

Diploid
Diploid
Diploid
Diploid
Diploid
Diploid
Mixed

Diploid
Diploid



Geno4l
Geno42
Geno43
Geno44
Geno45
Geno46
Geno47
Geno48
Geno49

Geno50
Geno51
Geno52
Geno53
Geno54
Geno55
Geno56
Geno57
Geno58
Geno59
Geno60
Geno61

Geno62
Geno63
Geno64
Geno65
Geno66
Geno67
Geno68
Geno69
Geno70
Geno71
Geno72
Geno73
Geno74
Geno75
Geno76
Geno77
Geno78
Geno79
Geno80

Geno81
Geno82
Geno83
Geno84

99-11
Koz 1
108-17
92-21
109-11
99-23
108-11
24-5
97-25

100-3
92-15
Kah 2
8-3
105-8
Gaz 4
94-1
92-18
Koz 3a
93-14
62-23
97-16

17-11
38-4
93-18
66-14
17-6
66-12
17-13
12-20
26-12
4-1
4-2
115
68-4
42-4
17-7
68-2
3-4
8-4
96-10

93-2
88-16
42-2
23-6

Mugla

Kozluk (Batman)

Eskisehir

Dursunbey- Balikesir

Polatli Haymana aras1 Polatli ¢ikist
Mugla

Eskisehir

Balli, Sarkoy

Kiitahya yolu Dursunbey-Harmancik
arasi
Kiitahya-Eskisehir arasi

Dursunbey- Balikesir
Kahta (Adiyaman)
Buyikali, Tekirdag (2)
Kiitahya Tavsanl ¢ikist
Gaziantep-1

Balikesir Merkez
Dursunbey- Balikesir
Kozluk (Batman)
Balya Yenice arasi 11
Can ile Yenice arasi

Kiitahya yolu Dursunbey-Harmancik
arasl
Vize

Kiligkdy, Kesan
Balya Yenice arasi 11
Sehitlik II Canakkale
Vize

Sehitlik IT Canakkale
Vize

Buzagici, Hayrabolu
Inecik

Ciftlik, Uzunkoprii
Ciftlik, Uzunkoprii
Cenekdy, Hayrabolu
llgardere-Gelibolu
Haskoy, Enez

Vize
llgardere-Gelibolu
Cakmak, Edirne
Biyikali, Tekirdag (2)

Pada Koyt Kepsut-Dursunbey arasi
Balikesir
Balya Yenice arast II

Avanos III Nevsehir
Haskdy, Enez
Sarkdy

20

N 37°07.545'
N 39943.058'
N 39°36.515'
N 39032.597
N 37°07.545'
N 39943.058'
N 40°49.633'
N 39°39.306'

N 39°34.643'
N 39°36.515'
N 41°02.028'
N 39032.222'
N 39038.741'
N 39°36.515'
N 39°46.888'
N 39°57.891'
N 39939.306'

N 41°32.076'
N 40°47.768'
N 39°46.888'
N 40°14.653'
N 41°32.076'
N 40°14.653'
N 41°32.076'
N 41°15.349'
N 40°56.578'
N 41°15.686'
N 41°15.686'
N 41°12.029'
N 40°15.889'
N 40°38.717
N 41°32.076'
N 40°15.889'
N 41023.438'
N 41°02.028'
N 39°44.669'

N 39°46.888'
N 38°44.536'
N 40°38.717"
N 40°38.947"

E 028022.724'
E 030°40.601'
E 028°37.931
E 032°13.909'
E 028022.724'
E 030°40.601'
E 0270 04.405'
E 029°01.933'

E 030°07.208'
E 028°37.931'
E 0270 22.162'
E 029°38.014'
E 027°46.100'
E 028°37.931"
E 027024.375'
E 027°11.662'
E 029°01.933'

E 027°50.014'
E 026° 34.282'
E 027924.375'
E 026°17.708'
E 027°50.014'
E 026°17.708'
E 027°50.014'
E 027° 08.400'
E 027018.347
E 026° 37.298'
E 026° 37.298'
E 027°11.192'
E 026°28.859'
E 026° 16.342'
E 027°50.014'
E 026°28.859'
E 026° 39.637'
E 0270 22.162'
E 028021.423'

E 027924.375'
E 034950.289'
E 026° 16.342'
E 027°04.011'

2079 feet
3005 feet
2215 feet
3265 feet
2079 feet
3005 feet
538 feet
2020 feet

3090 feet
2215 feet
482 feet
3370 feet
827 feet
2215 feet
1740 feet
1000 feet
2020 feet

446 feet
130 feet
1740 feet
605 feet
446 feet
605 feet
446 feet
177 feet
642 feet
111 feet
111 feet
275 feet
60 feet
124 feet
446 feet
60 feet
283 feet
482 feet
1660 feet

1740 feet
3796 feet
124 feet
778 feet

Diploid
Diploid
Diploid
Diploid
Diploid
Diploid
Diploid
Diploid
Diploid
Diploid
Diploid
Diploid
Diploid
Diploid
Diploid
Diploid
Diploid
Diploid
Diploid
Diploid
Diploid
Diploid
Diploid
Diploid
Diploid
Diploid
Diploid
Diploid
Diploid
Diploid
Diploid
Diploid
Diploid
Diploid
Diploid
Diploid
Diploid
Diploid
Diploid
Diploid
Diploid
Diploid
Diploid
Diploid



Geno85
Geno86
Geno87
Geno88
Geno89
Geno90
Geno91
Geno92
Geno93
Geno9%4
Geno95
Geno96
Geno97
Geno98
Geno99
Geno100
Genol101
Geno102
Genol103
Genol04

Genol105
Geno106
Genol107
Genol108
Geno109
Genol110
Genolll
Genol12
Genol13
Genoll4
Genol15
Genol16
Genoll17

Genol18
Genol19
Genol120
Genol21
Genol22
Genol23
Genol24
Genol25
Genol126
Genol27
Genol28

67-1
84-8
9-13
88-25
23-2
12-8
88-23
86-13
12-14
3-3
39-14
8-10
38-7
23-13
41-3
92-17
85-21
89-11
45-4
97-1

69-1
27.6.C
65-2
27.2.C
86-21
84-22
105-3
99-19
105-13
27.7.C
105-6
278.C
95-3

27.9.C
27.3.C
90-1
27.1.C
84-11
66-3
27.10.C
84-19
90-2
86-10
90-2

Harmancik- Kiitahya
Agva Sile yolu II
Biyikali, Tekirdag (3)
Avanos III Nevsehir
Sarkoy

Buzagici, Hayrabolu
Avanos III Nevsehir
Avanos-Nevsehir
Buzagici, Hayrabolu
Cakmak, Edirne
Danisment (deniz kenart)
Biyikali, Tekirdag (2)
Kiligkdy, Kesan
Golciik, Sarkdy

Izzetiye

Dursunbey- Balikesir
Nevsehir’e 35 km’e kala
Avanos 4 Nevschir

Burdur-Bucak-1

Kiitahya yolu Dursunbey-Harmancik

arast
Canakkale Sergeler Koyt

Inecik

Balikesir merkez II Kiitahya ¢ikis1
Inecik
Avanos-Nevsehir
Agva Sile yolu IT
Kiitahya Tavsanli ¢ikist
Mugla

Kiitahya Tavsanli ¢ikist
Inecik

Kiitahya Tavsanli ¢ikist
Inecik

Balyadan sonra Balikesir’e 40 km
kala

Inecik

Inecik

18 Mart Univ. Kampus
Inecik

Agva Sile yolu II
Sehitlik IT Canakkale
Inecik

Agva Sile yolu II

18 Mart Univ. Kampus
Avanos-Nevsehir

18 Mart Univ. Kampus

21

N 39940.773'
N 41°05.347"
N 41°00.891'
N 38944.536'
N 40°38.947"
N 41°915.349'
N 38°44.536'
N 38°44.470'
N 41°15.349'
N 41023.438'
N 40°36.007"
N 41°02.028'
N 40°47.768'
N 40°42.537"
N 40°48.349'
N 39°36.515'
N 38°50.440'
N 38°43.864'
N 37028.679'
N 39°39.306'

N 40°03.470'
N 40°56.578'
N 39941.131"
N 40°56.578'
N 38°44.470'
N 41°05.347"
N 39°32.222'
N 37°07.545'
N 39°32.222'
N 40°56.578'
N 39°32.222'
N 40°56.578'
N 39°42.073'

N 40°56.578'
N 40°56.578'
N 40°06.910'
N 40°56.578'
N 41°05.347"
N 40°14.653'
N 40°56.578'
N 41°05.347'
N 40°06.910'
N 38°44.470'
N 40°06.910'

E 029°08.846'
E 029%45.249'
E 0270 25.351"
E 034950.289'
E 027°04.011'
E 027°08.400'
E 034950.289'
E 034950.725'
E 027° 08.400'
E 026° 39.637'
E 026° 24.876'
E 027°22.162'
E 026° 34.282'
E 027°05.872'
E 026° 39.615'
E 028037.931'
E 034933.266'
E 034%49.910'
E 030° 33.541"
E 029°01.933'

E 026°35.758'
E 0270 18.347
E 027958.782'
E 0270 18.347
E 034950.725'
E 029%45.249'
E 029°38.014'
E 028022.724'
E 029°38.014'
E 027°18.347'
E 029°38.014'
E 027°18.347'
E 027°33.289'

E 0270 18.347'
E 0270 18.347'
E 026°25.482'
E 0270 18.347'
E 029%45.249'
E 026°17.708'
E 027°18.347'
E 029°45.249'
E 026°25.482'
E 034950.725'
E 026025.482'

2240 feet
441 feet
860 feet
3796 feet
778 feet
177 feet
3796 feet
3640 feet
177 feet
283 feet
20 feet
482 feet
130 feet
667 feet
329 feet
2215 feet
3915 feet
3224 feet
862m
2020 feet

362 feet
642 feet
642 feet
642 feet
3640 feet
441 feet
3370 feet
2079 feet
3370 feet
642 feet
3370 feet
642 feet
1190 feet

642 feet
642 feet
415 feet
642 feet
441 feet
605 feet
642 feet
441 feet
415 feet
3640 feet
415 feet

Diploid
Diploid
Diploid
Diploid
Diploid
Diploid
Diploid
Diploid
Diploid
Diploid
Diploid
Diploid
Diploid
Diploid
Diploid
Diploid
Diploid
Diploid
Diploid
Diploid
Diploid
Diploid
Diploid
Diploid
Diploid
Diploid
Diploid
Diploid
Diploid
Diploid
Diploid
Diploid
Diploid
Diploid
Diploid
Diploid
Diploid
Diploid
Diploid
Diploid
Diploid
Diploid
Diploid



Genol29
Genol130
Genol31
Genol32
Genol33
Genol34
Genol35
Genol36
Genol37

Genol138
Genol139
Geno140
Genol41
Genol42
Genol43
Genol44
Genol45
Geno146
Geno147
Geno148
Geno149
Geno150
Genol151
Geno152
Geno153
Genol54
Geno155
Geno156
Genol57
Geno158
Genol159
Genol60
Genol61
Genol62
Genol163
Genol64
Genol65
Genol66
Genol67
Geno168
Genol169
Genol70
Genol71
Genol72
Genol73

89-20
274.C
66-7
89-4
65-4
90-7
65-7
275.C
96-2

39-10
41-2
85-12
45-13
1213
9-2
25-9
335
40-3
39-6
15-4
84-15
83-8
46-4
14-9
24-2
41-5
84-4
46-6
25-14
26-7
37-13
25-4
25-10
11-4
83-17
94-1
23-12
81-8
88-19
85-11
91-1
8-9
109-16
108-19
112-13

Avanos 4 Nevsehir

Inecik

Sehitlik IT Canakkale

Avanos 4 Nevsehir

Balikesir merkez II Kiitahya ¢ikist
18 Mart Univ. Kampus

Balikesir merkez II Kiitahya ¢ikist
Inecik

Pada K&yt Kepsut-Dursunbey arasi

Balikesir
Danisment (deniz kenart)

[zzetiye

Nevsehir’e 35 km’e kala
Burdur-Bucak-1
Buzagici, Hayrabolu
Biyikali, Tekirdag (3)
Yenice

Uveyizli, Sile

Disbudak

Danigment (deniz kenar)
Yesilsirt Koyii, Murath
Agva Sile yolu II
TUBITAK Gen Merkezi
Burdur-Bucak-2

Kay1 Koyti, Tekirdag
Balli, Sarkoy

[zzetiye

Agva Sile yolu II
Burdur-Bucak-2

Yenice

Inecik

Baragi, Kesan

Yenice

Yenice

Cenekdy, Hayrabolu
TUBITAK Gen Merkezi
Balikesir Merkez
Golciik, Sarkdy
Canakkale sehitlik
Avanos III Nevsehir
Nevsehir’e 35 km’e kala
Canakkale Bursa Yolu Baslangici
Biyikali, Tekirdag (2)
Polatli Haymana aras1 Polatli ¢ikisi
Eskisehir

Kaymaz ¢ikis1 Eskisehir

22

N 38043.864'
N 40°56.578'
N 40014.653'
N 38043.864'
N 39941.131
N 40°06.910'
N 39941.131"
N 40°56.578'
N 39°44.669'

N 40°36.007"
N 40°48.349'
N 38°50.440'
N 37028.679'
N 41°15.349'
N 41°00.891'
N 40°54.824'
N 41°06.690'
N 40°43.009'
N 40°36.007
N 41°05.347
N 40047.189'
N 37028.672'
N 41°02.537
N 40°49.633'
N 40°48.349'
N 41°05.347"
N 37°28.672'
N 40°54.824'
N 40°56.578'
N 40°43.187"
N 40°54.824'
N 40°54.824'
N 41°12.029'
N 40°47.189'
N 39°38.741'
N 40042.537
N 40°15.339'
N 38044.536'
N 38°50.440'
N 38043.864'
N 41°02.028'
N 39032.597"
N 39943.058'
N 39929.650'

E 034°49.910'
E 027°18.347'
E 026°17.708'
E 034°49.910'
E 027°58.782'
E 026°25.482'
E 027°58.782'
E 0270 18.347'
E 028021.423'

E 026° 24.876'
E 026° 39.615'
E 034°33.266'
E 030° 33.541'
E 027° 08.400'
E 0270 25.351"
E 027°08.742'
E 029° 25.759'
E 026° 34.751'
E 026° 24.876'
E 029°45.249'
E 029%27.601'
E 030° 33.631'
E 027°30.374'
E 027° 04.405'
E 026° 39.615'
E 029%45.249'
E 030° 33.631'
E 027°08.742'
E 027018.347
E 026° 25.906'
E 027°08.742'
E 027°08.742'
E 027011.192'
E 029927.601'
E 027°46.100'
E 027°05.872'
E 026°18.774'
E 034%50.289'
E 034°33.266'
E 034°49.910'
E 0270 22.162'
E 032°13.909'
E 030°40.601'
E 031°14.473'

3224 feet
642 feet
605 feet

3224 feet
642 feet
415 feet
642 feet
642 feet
1660 feet

20 feet
329 feet
3915 feet
862 m
177 feet
860 feet
580 feet
253 feet
216 feet
20 feet
441 feet
593 feet
854 m
720 feet
538 feet
329 feet
441 feet
854 m
580 feet
642 feet
60 feet
580 feet
580 feet
275 feet
593 feet
827 feet
667 feet
870 feet
3796 feet
3915 feet
155 feet
482 feet
3265 feet
3005 feet
3390 feet

Diploid
Diploid
Diploid
Diploid
Diploid
Diploid
Diploid
Diploid
Diploid
Diploid
Diploid
Diploid
Diploid
Diploid
Diploid
Diploid
Diploid
Diploid
Diploid
Mixed
Diploid
Diploid
Diploid
Diploid
Diploid
Diploid
Diploid
Diploid
Diploid
Diploid
Diploid
Diploid
Mixed
Diploid
Diploid
Diploid
Diploid
Diploid
Diploid
Diploid
Diploid
Diploid
Diploid



Genol74
Genol75

Genol76
Genol77
Genol78
Genol79
Genol180
Genol181
Genol182

Genol183
Genol84
Geno185
Geno186
Geno187

Genol88

Genol189
Geno190
Genol191
Geno192
Genol193
Genol94
Genol95
Genol96
Genol197
Geno198
Geno199
Geno200
Geno201
Geno202
Geno203
Geno204
Geno205
Geno206
Geno207
Geno208
Geno209
Geno210
Geno211
Geno212
Geno213
Geno214
Geno215
Geno216
Geno217

117-7
96-7

112-1
109-1
105-17
100-13
117-2
109-12
96-1

109-4
91-15
100-14
109-4
95-15

96-5

109-14
85-17
100-4

108-16

111-17
111-2
109-2

109-10
111-3
109-8

112-25

108-20
109-5
112-4
45-11
92-15

1-5
17
1-13
24-14
68-9
14-4
11-7
Bd-21
26-1
25-7
114
26-13
11-2

Kiitahya’ya 10 km kala

Pada Koyt Kepsut-Dursunbey arast
Balikesir
Kaymaz ¢ikis1 Eskisehir

Polatli Haymana arasi Polath ¢ikigt
Kiitahya Tavsanli ¢ikist
Kiitahya-Eskisehir aras1
Kiitahya’ya 10 km kala
Polatli Haymana arasi Polath ¢ikigt

Pada K&yt Kepsut-Dursunbey arast
Balikesir
Polatli Haymana aras1 Polatlh ¢ikist

Canakkale Bursa Yolu Baslangici
Kiitahya-Eskisehir aras1
Polatli Haymana aras1 Polatl ¢ikist

Balyadan sonra Balikesir’e 40 km
kala

Pada Koyt Kepsut-Dursunbey arast
Balikesir

Polatli Haymana arasi Polath ¢ikist

Nevsehir’e 35 km’e kala
Kiitahya-Eskisehir aras1

Eskigehir

Polatli- Haymana arasi

Polatli- Haymana arasi

Polatli Haymana aras1 Polatl ¢ikist
Polatli Haymana aras1 Polatl ¢ikist
Polatli- Haymana arasi

Polatli Haymana aras1 Polatl ¢ikis1
Kaymaz ¢ikis1 Eskigehir

Eskisehir

Polatli Haymana aras1 Polatl ¢ikis1
Kaymaz ¢ikis1 Eskigehir
Burdur-Bucak-1

Dursunbey- Balikesir

Iskender, Edirne

Iskender, Edirne

Iskender, Edirne

Balli, Sarkoy

llgardere-Gelibolu

Kay1 Koyii, Tekirdag

Cenekdy, Hayrabolu

Inecik

Yenice

Iskender, Edirne

Inecik

Cenekdy, Hayrabolu
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N 39°30.126'
N 39°44.669'

N 39°29.650'
N 39932.597"
N 39932.222'
N 39934.643'
N 39930.126'
N 39932.597"
N 39944.669'

N 39°32.597"
N 38°43.864'
N 39°34.643'
N 39°32.597"
N 39942.073'

N 39°44.669'

N 39°32.597"
N 38°50.440'
N 39°34.643'
N 39°43.058'
N 39°29.645'
N 39929.645'
N 39932.597"
N 39932.597"
N 39929.645'
N 39932.597"
N 39°29.650'
N 39943.058'
N 39932.597"
N 39°29.650'
N 37028.679'
N 39936.515'
N 41°37.897"
N 41°37.897"
N 41°37.897"
N 40°49.633'
N 40°15.889'
N 41°02.537"
N 41°12.029'
N 40°56.578'
N 40°54.824'
N 41°37.897"
N 40°56.578'
N 41°12.029'

E 029952.618'
E 028021.423'

E 031014.473'
E 032°13.909'
E 029°38.014'
E 030°07.208'
E 029952.618'
E 032°13.909'
E 028021.423'

E 032013.909'
E 034%49.910'
E 030°07.208'
E 032013.909'
E 027033.289'

E 028021.423'

E 032013.909'
E 034933.266'
E 030°07.208'
E 030%40.601"
E 032°26.810'
E 032°26.810'
E 032°13.909'
E 032°13.909'
E 032°26.810'
E 032°13.909'
E 031°14.473'
E 030°40.601'
E 032°13.909'
E 031°14.473'
E 030° 33.541"
E 028°37.931"
E 026° 41.330'
E 026° 41.330'
E 026° 41.330'
E 027° 04.405'
E 026928.859'
E 027°30.374'
E 027°11.192'
E 027°18.347
E 027°08.742'
E 026°41.330'
E 027°18.347
E027°11.192'

3450 feet
1660 feet

3390 feet
3265 feet
3370 feet
3090 feet
3450 feet
3265 feet
1660 feet

3265 feet
155 feet
3090 feet
3265 feet
1190 feet

1660 feet

3265 feet
3915 feet
3090 feet
3005 feet
3246 feet
3246 feet
3265 feet
3265 feet
3246 feet
3265 feet
3390 feet
3005 feet
3265 feet
3390 feet
862 m
2215 feet
328 feet
328 feet
328 feet
538 feet
60 feet
720 feet
275 feet
642 feet
580 feet
328 feet
642 feet
275 feet

Diploid
Diploid
Diploid
Diploid
Diploid
Diploid
Diploid
Diploid
Diploid
Diploid
Diploid
Diploid
Diploid
Diploid
Diploid
Diploid
Diploid
Diploid
Diploid
Diploid
Diploid
Diploid
Diploid
Diploid
Diploid
Diploid
Diploid
Diploid
Diploid
Diploid
Diploid
Diploid
Diploid
Diploid
Diploid
Diploid
Diploid
Diploid
Diploid
Diploid
Diploid
Diploid
Diploid



Geno218
Geno219
Geno220
Geno221
Geno222
Geno223
Geno224
Geno225
Geno226
Geno227
Geno228
Geno229
Geno230
Geno231
Geno232
Geno233
Geno234
Geno235

1-4
63-6
42-1
40-6
37-2
9-11
24-3
15-7

92-21
62-14
379
63-1
89-14
45-6
63-7
41-4
16-5
12-12

Iskender, Edirne
Yenice Balya arast
Haskoy, Enez
Disbudak

Baragi, Kesan
Buyikali, Tekirdag (3)
Balli, Sarkoy
Yesilsirt Koyii, Muratl
Dursunbey- Balikesir
Can ile Yenice arasi
Baragi, Kesan
Yenice Balya arasi
Avanos 4 Nevsehir
Burdur-Bucak-1
Yenice Balya arasi
[zzetiye

Seymen, Corlu

Buzagici, Hayrabolu
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N 41°37.897
N 39948.006'
N 40038.717
N 40°43.009'
N 40043.187
N 41°00.891'
N 40°49.633'
N 39°36.515'
N 39°57.891'
N 40°43.187'
N 39948.006'
N 38043.864'
N 37028.679'
N 39°48.006'
N 40°48.349'
N 41°05.786'
N 41°15.349'

E 026° 41.330'
E 027022.948'
E 026° 16.342'
E 026° 34.751'
E 026° 25.906'
E 0270 25.351"
E 0270 04.405'
E 028°37.931
E 027°11.662'
E 026° 25.906'
E 027022.948'
E 034°49.910'
E 030° 33.541"
E 027022.948'
E 026° 39.615'
E 0270 55.796'
E 027° 08.400'

328 feet
1169 feet
124 feet
216 feet
60 feet
860 feet
538 feet
2215 feet
1000 feet
60 feet
1169 feet
3224 feet
862 m
1169 feet
329 feet
357 feet
177 feet

Diploid
Diploid
Diploid
Diploid
Diploid
Diploid
Diploid
Diploid
Diploid
Diploid
Diploid
Diploid
Diploid
Diploid
Diploid
Diploid
Diploid
Diploid



3.2.2. Kullanilan alet ve cihazlar

- TissueLyser Cihaz1 (Teknogen)

- Kuru Su Banyosu (AccuBlock, Labnet)

- Sogutmali Santrifiij (Sigma 4K15C)

- Santrifiij (Eppendorf 5417C)

- Magnetik Karistirici (Isolab)

- pH Metre (Isolab)

- Hassas Terazi (Sartorius)

- Ultra Saf Su Cihaz1

- Thermocycler (BioRad T100)

- Elektroforez Tanki1

- Elektroforez Elektrik Kaynagi (VWR)

- G-BOX Jel Goriintilleme Sistemi (SYNGENE, USA)
- Otomatik Pipetler (Eppendorf)

- Nanodrop Spektrofotometre (ND-1000, Thermo Co.)
- -20°C Derin Dondurucu

- Mikrodalga Firin

- Kar makinesi

- K-Seal Plate Kaplama Cihazi

- Otoklav
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3.2.3. Kullanilan ¢o6zelti ve soliisyonlar

Bu tez ¢alismasi sirasinda kullanilan kimyasallar ve hazirlanan ¢ozeltiler

asagidaki gibidir:

Mikroprep buffer (100 mL):

- 25 mL DNA ekstraksiyon buffer
- 25 mL nuclei lysis buffer

- 10 mL %5’lik sarcosyl

- 0,1 gr sodyum bisiilfit

Son hacim ultra saf su ile 100 mL’ye tamamlanir.

DNA ekstraksiyon buffer (100 mL):

- 6,37 gr sorbitol
- 1,21 grTris
- 0,186 gr EDTA

Son hacim ultra saf su ile 100 mL’ye tamamlanir.

Nuclei Lysis buffer (100 mL):

- 2grCTAB

- 1,861grEDTA
- 11,688 gr NaCl
- 20mL 1M Tris

Son hacim ultra saf su ile 100 mL’ye tamamlanir.

%5°lik Sarcosyl (100 mL):

- 5gr Sarcosyl

Son hacim ultra saf su ile 100 mL’ye tamamlanir.
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Kloroform/ izoamil alkol (24:1):

- 240 mL kloroform

- 10 mL izoamil alkol

0,2 M Na-Ac - %70’lik Etanol (100 mL):

- 3 M Na-Ac stok ¢ozeltisinden 6.6 mL
- 23,4 mL ultra saf su
- 70 mL %100 etanol

50 X TAE soliisyonu (1 L):

- 242 g Trizma Base
- 57,1 mL Glacial Asetik Asit
- 100 mL 0,5 M EDTA (8 pH)

Son hacim ultra saf su ile 1 L’ye tamamlanir.

TE Buffer (100 mL):

- 1mL21M Tris- HCI
- 0,2mL0,5MEDTA

Son hacim ultra saf su ile 100 mL’ye tamamlanur.

Brom fenol blue (50 mL):

- 35 mL Gliserol

- 2mLO05MEDTA

- 1mL50 X TAE

- 11,5 mL ultra saf su
0,5 mL %20’lik SDS
0,30 g brom fenol blue
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3.3. Yontem

3.3.1. Brachypodium distachyon tiiriine ait tohumlarin cimlendirilmesi ve

orneklerin toplanmasi

235 adet genotip, Ege Universitesi Ziraat Fakiiltesi Serasi’nda (izmir, Tiirkiye)
235 adet saksiya, saksilarin yaklasik %70’1 toprak ve %30’u torf ile dolu olacak sekilde
ekilmistir. Saksilar her giin diizenli olarak sulanmistir. Yaklasik 4 haftalik bir siirenin
ardindan biiylimiis olan bitkilerin gen¢ yapraklarindan 0,1 gram toplanmis, bu drnekler
ependorflara konularak sivi azot (-196°C) igerisine alimmustir. Laboratuvara gotiiriilen
ornekler TissueLyser cihazi ile metal bilyeler araciligiyla fiziksel olarak pargalama

islemine tabi tutulmustur.

Sekil 3.3.1. Brachypodium distachyon tohumlarinin ekimi ve ¢imlendirilmesi.
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3.3.2. DNA izolasyonu

Murray ve Thompson (1980)’in gelistirmis oldugu ve bazi modifikasyonlarin
oldugu mikroprep DNA izolasyon metodu kullanilmistir. Protokole baslamadan once
gerekli soliisyonlar 3.2.3. Kullanilan Soliisyonlar bagligi altinda yazili oldugu gibi
hazirlanmistir. Uygulanan protokol agsagidaki gibidir:

. Her bir ependorfun igerisine yaklasik 0,1 g yaprak 6rnegi alinmistir ve bu yapraklar

TissueLyser cihazi ile fiziksel olarak pargalanmuistir.

. Sivi azottan g¢ikarilan her bir yaprak drneginin iizerine 0,75 mL mikroprep buffer

eklenmis ve ependorflar 10-15 saniye vortekslenmistir.
. Ornekler, 65°C’de her 5 dakikada bir alt iist edilerek 30 dakika inkiibe edilmistir.
. Ependorflar kuru su banyosundan alinip oda sicakliginda 5 dakika bekletilmistir.
. Her bir 6rnegin tizerine 0,75 mL kloroform-izoamil alkol eklenmistir.
. Ependorflar 10 dakika boyunca yavasga alt {ist edilmistir.
. +4 °C’de 8000 rpm’de 10 dakika santrifiij uygulanmaistir.

. Santrifiijden ¢ikarilan ependorflarda faz ayrimi gozlenmis ve iist faz mikropipet

araciligiyla temiz ependorflara aktarilmistir.
. Aktarilan st fazlara {ist faz miktar1 kadar soguk (-20°C) %100 etanol eklenmistir.

. Ependorflar 5000 rpm’de 2 dakika santrifiijlenmistir ve siipernatant

uzaklastirilmistir.
= Ependorflara %70’lik 0,4 mL etanol eklenmistir.
. 5000 rpm’de 2 dakika santrifiijlenmis ve siipernatant uzaklagtirilmistir.

. Ependorflardaki alkol tamamen ugtuktan sonra 0,2 mL TE (Tris-EDTA) buffer

eklenerek DNA’lar ¢ozdiirilmiistiir.

. Izolasyonu tamamlanan drnekler -20°C derin dondurucuya kaldirilmustir.
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3.3.3. DNA Kkalitesinin ve miktarimin belirlenmesi

Izolasyonu yapilarak elde edilen DNA’larin safligima ve miktarlarina

elektroforetik ve spektrofotometrik yontemler ile bakilmistir.

3.3.3.1. Agaroz jel elektroforezi

DNA’larn safligini incelemek icin %1°lik agaroz jel hazirlanmistir. 250 mL 1 X
TAE (Tris- Asetik Asit- EDTA) soliisyonuna 2,5 g agar eklenmis ve mikrodalga firinda
kaynama noktasina gelinceye kadar isitilmigtir. Daha sonra elektroforez tanklarina
yerlestirilecek olan tepsilere dokiilmiis ve taraklar1 takilmistir. Jelin donmasinin ardindan

taraklar ¢ikarilmistir.

izolasyonu tamamlanan her bir DNA 6rneginden 10 pL alinmis Ve {izerine 2 pL
brom fenol blue eklenmistir. Boyanan DNA’lar mikropipet ile jeldeki kuyucuklara
yiikklenmistir. Jeldeki her siranin ilk ve son kuyucuguna 2 pL 1 Kb’lik DNA ladder
(Geneaid) yiiklenmistir. Tankin kapagi kapatilarak elektroforez islemi 6nce 60 Voltta
baslatilmis ve DNA’lar kuyulardan ¢iktiktan sonra 80 Volt gerilimde yaklasik olarak 2

saat siireyle gerceklestirilmistir.

Yiirtimiis olan DNA’larin bulundugu jel EtBr ile boyama iglemi i¢in ayr1 bir kaba
aktarilmigtir. Homojen bir sekilde 600 mL su ve 90 pL EtBr igeren kaba aktarilan jel 20
dakika boyunca ¢alkalayicida galkalanmistir. EtBr 1sikta bozundugu igin kabin dist
aliminyum folyo ile kapatilmistir. 20 dakika siiren boyama isleminin ardindan jel saf su
ile durulanarak G-BOX (SYNGENE, USA) goriintiileyici igerisine aktarilmistir. Ultra
viyole 1518a maruz kalan jeldeki EtBr’iin 151ma yapmasi sonucu elde edilen goriintii

bilgisayara aktarilmistir.
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3.3.3.2. Nanodrop spektrofotometrisi

Izolasyonu yapilan DNAlarin saflik kontrolii i¢in nanodrop (ND-1000, Thermo
Co.) cihazinda 230, 260 ve 280 nm dalga boylarinda dlgiimler yapilmis ve bu degerlerin
birbirlerine orani ile saflig1 incelenmistir. 260 nm/280 nm degerinin olmas1 gerektigi
aralik 1,80-2,00 iken, 260 nm/230 nm degeri 2,00’den biiyiik olmalidir. Nanodropta
Olgiilen degerler Tablo 4.2°de verilmistir. Ayrica PCR’a dayali olan iPBS tekniginde
DNA konsantrasyonu oldukc¢a onemlidir. Nanodrop cihazi ile DNA’larin miktarlar
ng/uL cinsinden dl¢iilmiistiir ve her bir 6rnek, son hacim 200 pL olacak sekilde 5 ng/uL
konsantrasyona seyreltilerek PCR’a hazir hale getirilmistir.

3.3.4. Primerlerin test edilmesi ve se¢imi

DNA izolasyonu sonrasi seyreltme islemi ile hazir olan 6rnekler i¢in en uygun
primerlerin se¢ilmesi amaciyla sicakliklari bilinen 35 adet primer, rastgele se¢ilmis olan
4 adet DNA Orneginde deneme seti kurularak test edilmistir. PCR’dan elde edilen iiriinler
agaroz jelde (%2) yaklasik olarak 2 saat yiriitiilmiistir. Daha sonra bu jel EtBr ile
boyanmis ve G-BOX cihazinda UV 1s1k altinda goriintiillenmistir.

Test edilen baz1 primerlere ait jel goriintiisii asagidadir (Sekil 3.3.4). Test edilen
35 adet primerden 28 tanesi amplifikasyon durumu ve polimorfik bant verme durumu géz

oniinde bulundurularak se¢ilmis ve deneylere devam edilmistir.

2231
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Sekil 3.3.4. Test edilen bazi primerlere ait jel gortintiisii.
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3.3.5. Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR)

Bu tez calismasinda, Kalendar vd. (2010)’nin gelistirmis oldugu ve
retrotranspozonlart hedef alan iPBS molekiiler markér teknigi kullanilmustir. iPBS
primerlerinin niikleotid dizilerindeki farkliliklardan dolay1r baglanma sicakliklari

(annealing) farklidir ve segilen primerlerin sicakliklari Tablo 3.3.5’te gésterilmektedir.

Tablo 3.3.5. Segilen primerlerin baglanma sicakliklar1.

Sicaklik (°C) | Niikleotid sayisi Primerin Dizilisi

2085 ATGCCGATACCA
2087 48 12 GCAATGGAACCA
2273 45 12 GCTCATCATGCCA
2389 48 12 ACATCCTTCCCA

2391 45 12 ATCTGTCAGCCA

2392 48 12 TAGATGGTGCCA
2393 45 12 TACGGTACGCCA
2217 48 18 ACTTGGATGTCGATACCA
2221 51 18 ACCTAGCTCACGATGCCA
2222 46 18 ACTTGGATGCCGATACCA
2224 51 18 ATCCTGGCAATGGAACCA
2228 51 18 CATTGGCTCTTGATACCA
2229 48 18 CGACCTGTTCTGATACCA
2230 45 18 TCTAGGCGTCTGATACCA
2241 51 18 ACCTAGCTCATCATGCCA
2243 51 18 AGTCAGGCTCTGTTACCA
2245 51 18 GAGGTGGCTCTTATACCA
2251 54 18 GAACAGGCGATGATACCA
2252 45 18 TCATGGCTCATGATACCA
2255 45 18 GCGTGTGCTCTCATACCA
2257 48 18 CTCTCAATGAAAGCACCA
2295 51 18 AGAACGGCTCTGATACCA
2298 45 18 AGAAGAGCTCTGATACCA
2373 51 18 GAACTTGCTCCGATGCCA
2399 45 18 AAACTGGCAACGGCGCCA
2400 51 18 CCCCTCCTTCTAGCGCCA
2401 53 18 AGTTAAGCTTTGATACCA
2402 51 18 TCTAAGCTCTTGATACCA
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iPBS primerlerinin kullanildigi PCR isleminde her bir 6rnek i¢in PCR kokteyli

hazirlanmistir. Bu PCR kokteylinin igerigi Tablo 3.3.6’da verilmistir.

Tablo 3.3.6. Bir genotip i¢in hazirlanan PCR kokteyli.

ik )

10 X Taq Buffer with (NH4)2SO4

dNTP (2 mM)

MgCl; (25 mM)
Primer (10 pmol)

Taq DNA polimeraz (Thermo Scientific)

UP su

DNA (5 ng/uL)

Toplam miktar

15
3
15
2
0,2
2,8
4
15

Hazirlanan kokteyl, well-plate’e dagitilmig olan DNA orneklerinin {izerine

eklenmis ve homojen bir sekilde karismasi saglandiktan sonra thermocycler cihazina

konularak PCR islemi baglatilmistir. Reaksiyon basamaklart Tablo 3.3.7°de verilmistir.

Tablo 3.3.7. PCR isleminin reaksiyon basamaklari.

1
2

~N o o1 b~

94°C

94°C

Primerin baglanma
sicaklig

72°C

2.basamaga gecis
72°C

4°C
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25 saniye

45 saniye

60 saniye
35 defa
5 dakika



3.3.6. Agaroz jel elektroforezi

250 mL 1X TAE ve 5 gram agaroz kullanilarak hazirlanan %2’lik jel mikrodalga
firrnda kaynayana kadar isitildiktan sonra tepsilere dokiilmiis ve 36’lik taraklar
takilmistir. Jel oda sicakliginda donduktan sonra taraklar c¢ikartilarak tepsi, icerisinde
1X’lik TAE buffer bulunan tanklara daldirilmistir. Thermocycler cihazindan ¢ikarilan
15ul’lik PCR fiiriinlerinin iizerine 3 uL brom fenol blue eklenmis ve mikropipetler
araciligiyla jel iizerindeki kuyucuklara yiiklenmislerdir. Jelin her sirasindaki ilk ve son
kuyucuklara 2 uLL 100 bp’lik DNA ladder (Geneaid) yiiklenmistir. Jel 100 Voltta yaklasik
2 buguk saat yiiriitiilmiistiir. Elektroforez islemi tamamlandiktan sonra agaroz jel 600 mL
saf su ve 90 uL EtBr ile hazirlanmis olan soliisyon igerisinde 20 dakika ¢alkalanarak

boyanmistir. Daha sonra G-BOX cihazinda UV 151k altinda goriintiisti alinmistr.

3.3.7. Jel goriintiilerinin skorlanmasi

PCR isleminde iPBS primerlerinin retrotranspozonlara baglanmasi ile cogaltilmis
olan fragmentlerin elektroforez sonrasinda elde edilen goriintiilerindeki polimorfik
bantlar, her bir 6rnek i¢in bant bulunduranlar (1) ve bant bulundurmayanlar (0) olarak
skorlanarak, elde edilen veriler Microsoft Office Excel (2016) dosyasina kaydedilmistir.

3.3.8. Verilerin analizi

Bir genetik markdriin polimorfizm orani ile genotipleri ayirt etme giiciinii 6lgmek
icin kullanilan yontemler R Studio bilgisayar programi lizerinden yazilan ¢esitli kodlarla
hesaplanmistir. Polimorfizm bilgi icerigi (PIC) degeri her bir primer igin PIC= 1-Y Pi?
formiiliine gore hesaplanmistir. Pi degeri, allel frekansini ifade etmektedir (De Riek et

al.,2001).

Shannon-Wiener cesitlilik indeksi, H' = - Piln(Pi) formiiliine gore, resolving
power (RP) degeri ise Rp = Y1Ilb , b= 1 - [2 x (0.5-P)] formiilleri ile
hesaplanmistir(Gilbert et al, 1999). Gen gesitliligi, beklenen heterozigotluk degeri olarak
He = 1-XPi?ile, efektif allel sayis1 Ne = 1/(Zpi®) ile Excel ve R programlari araciligiyla

hesaplanmagtir.
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Popiilasyon yapisi, R Studio programi araciligiyla Jaccard metodu kullanilarak
genetik uzaklik ve temel bilesen analizi (PCA) ile hesaplanmistir. Ayrica Jaccard
katsayis1 kullanilarak Nei dist (Nei, 1972) kiimeleme analizleri yapilmis, benzerlik
matrisi olusturulmus ve dendrogram gizilerek gruplar belirlenmistir (Jaccard, 1908). PCA
analizi ise R studio programinda R statistical functions (R stats) ve Gaussian Mixture
Modelling for Model-Based Clustering, Classification, and Density Estimation (mclust)

paketleri araciliiyla yapilmistir.

STURUCTURE v.2.3.4 (Pritchard vd., 2000) yazilimi kullanilarak popiilasyon
yapist belirlenmistir. STRUCTURE programi ayirt edici allel frekanslarn ile
popiilasyondaki gruplar1 belirlemektedir. K degeri ile ifade edilen ve her lokustaki allel
frekanslari ile tanimlanan say1; popiilasyondaki grup sayisi olarak kabul edilir. En uygun
K degeri igin 1 ile 10 arasinda hesaplama yapilmistir. Burn-in period 100.000 ve burn-in
lenght i¢in 100.000 tekrarla her bir K degeri i¢in 100 tekrar yapilmistir. Elde edilen
sonuglar STRUCTURE HARVESTER versiyon 0.6.94 yazilimi kullanilarak analiz
edilmis ve her bir K degeri i¢in, en yiiksek olasilik gosteren deger kabul edilerek AK
hesaplanmistir. AK-K grafigi elde edilerek, popiilasyonun olusturdugu grup sayisi

belirlenmistir.

Baglanti dengesizligi (LD) analizi TASSEL v.5.0 programi kullanilarak iKi
lokasyon arasindaki katsay1 korelasyonu karesi olan LD parametresi r? degeri ile istatiksel
olarak anlamli olan p <0.01 degerleri i¢in, STRUCTURE sonucunda elde edilen iki gruba
ve tim poplilasyona uygulanmistir. Bu analiz sonucu elde edilen veriler, R studio
programi iizerinde islenerek gesitli grafikler elde edilmistir (Bradbury vd., 2007; Whitt
ve Buckler, 2003). LD decay grafigi, r* degerleri ve genetik uzaklik (kb) degerleri
arasindaki korelasyonu gostermektedir. Grafikler R studio programindaki “ggplot2”

paketi kullanilarak olusturulmustur (R Core Team, 2014; Wickham, 2011).
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4. BULGULAR
4.1. DNA Saflik Jeli Sonuc¢lari

B. distachyon tiiriine ait olan 235 adet genotipin DNA izolasyonu gerceklestikten
sonra bu DNA’larin saflik durumunu incelemek amaciyla %1 ’lik agaroz jelde yiirtitiilmiis

ve gorlntiileri alimmastir. Jel goriintiileri asagidaki gibidir (Sekil 4.1).

e e e
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Sekil 4.1. Genomik DNA’larin agaroz jeldeki saflik goriintiisii

Agaroz jeli goriintiileri incelendiginde izolasyonu yapilmis olan B. distachyon
DNA’larinin iPBS molekiiler markoér c¢alismasinda kullanilabilir olduguna karar

verilmistir.
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4.2. DNA Nanodrop Sonuclari

DNA izolasyonu sonrasinda Orneklerin PCR islemine hazirlanmasi igin 5
ng/uL’ye seyreltilmesi gerekmektedir. Seyreltme islemini ger¢eklestirmek ve DNA’larin
saflik durumunu kontrol etmek amaciyla Nanodrop cihazinda 6l¢iimleri yapilmistir ve

6l¢iim sonuglar asagidaki gibidir (Tablo 4.2).

Tablo 4.2. izolasyonu yapilan DNA’larin nanodrop sonuglari

Ornek Ad: 260/280 | 260/230

Genol Koz 3a 188,00 1,97 2,04
Geno? 90-3 123,01 2,15 2,10
Geno3 83-18 151,18 2,13 2,08
Geno4 46-3 572,18 1,97 2,01
Geno5 14-1 20,61 2,01 1,24
Geno6 67-3 359,27 2,15 2,23
Geno7 67-2 468,61 2,13 2,22
Geno8 11-6 79,03 1,92 1,49
Geno9 65-8 510,71 2,12 2,26
Genol0 39-2 185,27 2,07 2,19
Genoll 5-3 86,10 2,11 2,26
Genol2 45-7 112,02 2,11 2,28
Geno13 Koz 46 541,49 1,88 1,98
Genol4 5-6 189,80 2,12 2,22
Genol5 5-9 405,34 2,13 2,13
Genol6 5-13 152,70 2,16 2,17
Genol7 28-10 859,88 2,16 2,23
Genol8 14-8 27,30 2,20 1,99
Genol9 34-12 488,94 2,14 2,19
Geno20 46-4 214,49 2,14 2,20
Geno21 33-14 263,56 2,15 2,30
Geno22 33-4 210,40 2,14 2,21
Geno23 93-14 445,59 2,11 2,19
Geno24 9-14 223,30 2,16 2,22
Geno25 91-11 367,31 2,15 2,20
Geno26 97-20 123,34 2,15 2,09
Geno27 Koz 46 282,70 2,16 2,29
Geno28 Adi 46 197,03 2,07 2,02
Geno29 Koz 26 532,49 2,12 2,21
Geno30 35-12 162,11 2,07 1,78
Geno31 42-7 205,94 2,08 2,15
Geno32 38-3 126,93 2,15 2,10
Geno33 Gaz 6 398,15 2,14 2,18
Geno34 Gaz 2 333,86 2,12 2,10
Geno35 92-20 365,05 2,08 2,17
Geno36 66-14 367,74 2,14 2,15
Geno37 35-6 362,31 2,14 2,29
Geno38 34-11 200,77 2,14 2,07
Geno39 97-24 111,82 2,17 2,19
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Geno40
Geno4l
Geno42
Geno43
Geno44
Geno45
Geno46
Geno47
Geno48
Geno49
Geno50
Geno51
Geno52
Geno53
Geno54
Geno55
Geno56
Geno57
Geno58
Geno59
Geno60
Geno61
Geno62
Geno63
Geno64
Geno65
Geno66
Geno67
Geno68
Geno69
Geno70
Geno71
Geno72
Geno73
Geno74
Geno75
Geno76
Geno77
Geno78
Geno79
Geno80
Geno81
Geno82
Geno83
Geno84
Geno85
Geno86
Geno87
Geno88
Geno89
Geno90
Geno91l

99-11
Koz 1
108-17
92-21
109-11
99-23
108-11
24-5
97-25
100-3
92-15
Kah 2
8-3
105-8
Gaz 4
94-1
92-18
Koz 3a
93-14
62-23
97-16
17-11
62-8
38-4
93-18
66-14
17-6
66-12
17-13
12-20
26-12
4-1

11-5
68-4
42-4
17-7
68-2

3-4
8-4

96-10
93-2

88-16
42-2
23-6
67-1
84-8
9-13

88-25
23-2
12-8

88-23
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322,81
427,80
278,42
456,45
452,10
291,91
170,21
480,31
183,11
129,21
388,54
198,52
111,26
183,77
315,28
241,01
304,53
157,53
971,24
270,53
516,87
242,81
8,39
855,03
211,67
297,24
195,36
531,96
403,41
214,74
67,33
509,42
430,85
511,20
272,51
243,32
493,09
238,49
322,75
400,29
250,20
313,78
253,19
140,18
803,22
131,02
257,83
139,14
145,51
211,63
451,72
211,37

2,11
2,13
2,13
2,11
2,12
2,13
2,09
2,01
2,08
2,13
2,15
2,14
2,15
2,17
2,14
2,15
2,13
2,17
2,15
2,16
2,16
2,14
2,18
2,16
2,15
2,15
2,16
2,11
2,12
2,08
2,05
2,11
2,12
2,15
2,13
2,13
2,13
2,14
2,15
2,12
2,16
2,12
2,16
2,14
2,17
2,10
2,14
2,10
2,06
2,12
1,97
2,13

1,95
2,19
2,17
2,05
2,11
2,16
1,92
1,98
2,19
2,19
2,16
2,21
2,17
2,16
2,16
2,16
2,17
2,15
2,12
2,21
2,25
2,23
1,12
2,13
2,17
2,23
2,29
2,20
2,16
2,13
2,14
2,06
2,28
2,19
2,12
2,09
2,13
2,07
2,20
2,09
2,11
2,06
2,19
2,10
2,13
2,26
2,22
2,22
2,08
2,25
2,06
2,16



Geno92
Geno93
Geno9%4
Geno95
Geno96
Geno97
Geno98
Geno99
Geno100
Genol101
Genol102
Genol103
Genol04
Genol05
Genol06
Genol107
Genol108
Genol109
Genol110
Genoll1l
Genol12
Genol13
Genol14
Genol15
Genol16
Genol17
Genol18
Genol19
Genol120
Genol21
Genol22
Genol23
Genol24
Genol25
Genol26
Genol27
Genol28
Genol129
Genol130
Genol131
Genol32
Genol33
Genol34
Genol135
Genol136
Genol37
Genol38
Genol39
Geno140
Genol41
Genol42
Genol143

86-13
12-14
3-3
39-14
8-10
38-7
23-13
41-3
92-17
85-21
89-11
45-4
97-1
69-1
27.6.C
65-2
27.2.C
86-21
84-22
105-3
99-19
105-13
27.7.C
105-6
27.8.C
95-3
27.9.C
27.3.C
90-1
27.1.C
84-11
66-3
27.10.C
84-19
90-2
86-10
90-2
89-20
274.C
66-7
89-4
65-4
90-7
65-7
275.C
96-2
39-10
41-2
85-12
45-13
12-13
9-2
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338,55
156,44
165,03
282,86
173,16
502,72
247,51
201,07
285,45
255,88
160,97
176,63
370,94
304,84
331,97
345,10
134,06
133,69
215,29
93,26
85,78
233,64
275,42
381,30
117,13
205,50
132,21
156,09
392,78
335,98
329,31
239,24
242,90
254,92
226,73
265,39
339,03
79,00
78,61
150,28
289,43
291,92
305,86
209,40
134,71
185,02
96,38
375,95
380,07
317,11
641,40
639,78

2,13
2,12
2,10
2,14
2,15
2,13
2,15
2,14
2,10
2,10
2,14
2,10
2,10
2,14
2,11
2,11
2,11
2,13
2,08
2,17
2,15
2,11
2,11
2,08
2,09
2,12
2,12
2,10
2,07
1,92
2,10
2,09
2,03
2,12
2,10
2,08
2,12
2,09
2,14
2,07
2,14
2,13
2,13
2,13
2,11
2,04
2,17
2,11
2,15
2,11
2,13
2,13

2,26
2,11
1,67
2,21
2,22
2,20
2,13
2,08
2,13
2,12
2,10
2,23
2,16
2,11
2,13
2,17
2,09
2,06
2,09
2,23
2,00
2,11
2,13
2,08
2,01
2,25
2,10
2,07
2,14
1,88
2,14
2,01
2,02
2,14
2,14
2,02
2,19
1,78
2,09
1,88
2,21
2,22
2,17
2,33
1,96
2,04
2,21
2,18
2,24
2,19
1,99
1,98



Genol44
Genol45
Genol46
Genol47
Genol48
Genol49
Genol150
Genol51
Genol52
Genol153
Genol54
Genol55
Genol56
Genol57
Genol158
Genol59
Genol160
Genol61
Genol62
Genol63
Genol64
Genol65
Geno166
Genol67
Genol68
Genol69
Genol70
Genol71
Genol72
Genol73
Genol74
Genol75
Genol76
Genol77
Genol78
Genol79
Geno180
Geno181
Geno182
Geno183
Genol84
Genol185
Geno186
Geno187
Geno188
Geno189
Geno190
Genol191
Geno192
Geno193
Geno194
Genol95

25-9
33-5
40-3
39-6
15-4
84-15
83-8
46-4
14-9
24-2
41-5
84-4
46-6
25-14
26-7
37-13
25-4
25-10
11-4
83-17
94-1
23-12
81-8
88-19
85-11
91-1
8-9
109-16
108-19
112-13
117-7
96-7
112-1
109-1
105-17
100-13
117-2
109-12
96-1
109-4
91-15
100-14
109-4
95-15
96-5
109-14
85-17
100-4
108-16
111-17
111-2
109-2
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462,71
756,91
433,04
199,43
559,09
248,41
61,82

145,95
202,92
785,79
395,27
282,32
115,18
225,58
465,58
315,81
327,73
502,61
845,76
433,34
442,51
82,80

152,99
794,76
464,24
295,89
264,37
415,46
265,63
219,40
229,69
280,29
137,80
122,68
290,86
268,91
360,80
224,02
244,83
551,36
318,85
327,42
559,28
263,83
208,89
249,27
202,79
279,31
132,14
135,23
322,02
172,71

1,98
2,13
2,14
2,12
2,10
2,10
2,04
2,07
2,15
2,14
2,14
2,10
2,09
2,09
2,13
2,13
2,13
2,14
2,11
2,16
2,15
2,06
2,07
2,14
2,14
2,13
2,10
2,14
2,12
2,08
2,09
2,13
2,11
2,06
2,13
2,14
2,11
2,12
2,13
2,09
2,09
2,14
2,15
2,12
2,11
2,10
2,07
2,12
2,16
2,14
2,12
2,11

2,07
1,83
2,27
2,12
2,19
2,17
1,65
2,13
2,05
2,21
2,22
2,08
2,01
2,15
2,31
2,35
2,25
2,13
2,18
2,23
2,11
2,16
1,99
2,24
2,35
2,25
2,01
2,39
2,20
2,04
1,98
2,12
2,05
1,77
2,15
2,13
2,14
2,10
2,08
2,38
2,14
2,21
2,19
2,25
2,12
2,06
2,05
2,20
2,09
2,16
2,24
2,07



Geno196 109-10 278,31 2,10 2,37

Genol197 111-3 369,64 2,11 2,20
Geno198 109-8 153,77 2,12 2,44
Geno199 112-25 387,23 2,11 2,18
Geno200 108-20 124,05 2,09 2,32
Geno201 109-5 218,19 2,09 2,37
Geno202 112-4 382,22 2,12 2,21
Geno203 45-11 445,37 2,12 2,22
Geno204 92-15 152,42 2,06 2,00
Geno205 1-5 333,67 2,12 2,20
Geno206 1-7 429,13 2,13 2,16
Geno207 1-13 339,35 2,14 2,09
Geno208 24-14 187,81 2,11 2,11
Geno209 68-9 756,45 2,12 2,06
Geno210 14-4 371,27 2,11 2,23
Geno211 11-7 375,55 2,11 2,41
Geno212 Bd-21 84,06 2,07 1,51
Geno213 26-1 355,90 2,10 2,25
Geno214 25-7 357,28 2,12 1,89
Geno215 1-14 173,91 2,11 2,18
Geno216 26-13 202,07 2,11 2,18
Geno217 11-2 197,75 2,14 2,23
Geno218 1-4 202,88 2,13 1,99
Geno219 63-6 187,85 2,07 2,11
Geno220 42-1 194,51 2,09 2,03
Geno221 40-6 63,27 2,22 3,35
Geno222 37-2 383,51 2,13 2,34
Geno223 9-11 336,42 2,12 2,19
Geno224 24-3 247,56 2,10 2,23
Geno225 15-7 265,14 2,10 2,13
Geno226 92-21 256,96 2,11 2,06
Geno227 62-14 115,81 2,13 2,16
Geno228 37-9 425,68 2,11 2,25
Geno229 63-1 318,79 2,12 2,23
Geno230 89-14 751,22 2,08 2,06
Geno231 45-6 138,81 2,09 1,94
Geno232 63-7 52,43 2,18 3,51
Geno233 41-4 195,54 2,12 2,50
Geno234 16-5 495,12 2,11 2,18
Geno235 12-12 137,04 2,11 2,28

Nanodrop analizi sonuglar1 incelendiginde B. distachyon tiiriine ait izole edilen
DNA orneklerinin hem miktar agisindan hem de kaliteleri acisindan iPBS molekiiler

markdr calismalarinda kullanilabilir olduklarina karar verilmistir.
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4.3. iPBS Markoriiniin Analiz Sonuclari

235 adet B. distachyon genotipine 28 adet iPBS primeri ile PCR (polimeraz

zincir reaksiyonu) uygulanmistir. Elde edilen jel goriintiilerinden bazilar1 asagidaki
gibidir (Sekil 4.3.1, Sekil 4.3.2, Sekil 4.3.3, Sekil 4.3.4).

a8 a 500 bp
vEnnnRRnERRpRERRERR Y
' 1500 bp
3000 bp
Sekil 4.3.1. iPBS 2224 primerinin ilk 62 genotipteki goriintiisii.
--—.-..--.'.-...-'---.-4._ 500 bp
'-8-" SRSREESREERTCN
SEERERE '~rn“:::!.r‘ g
1500 bp
3000 bp
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Sekil 4.3.2. iPBS 2400 primerinin ilk 62 genotipteki goriintiisii.
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Sekil 4.3.3. iPBS 2228 primerinin ilk 62 genotipteki goriintisii.
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Sekil 4.3.4. iPBS 2251 primerinin ilk 62 genotipteki goriintiisii.
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iPBS primerleri ile yapilan PCR isleminden sonra elde edilen bant profilleri Tablo
4.3’deki gibidir. B. distachyon tiiriiniin 235 genotipine uygulanan 28 adet iPBS primerinin
amplifikasyonu sonrasinda elde edilen, boyutlar1 200 bp ile 3000 bp arasinda degisen 212
banttan 184 tanesinin yani % 86’sinin polimorfik oldugu saptanmistir. Primer bagina
diisen toplam bant sayisinin ortalama 8, polimorfik bant sayisinin ise 7 oldugu
goriilmiistiir. En yiiksek sayida polimorfik bant veren primer 13 bant ile iPBS 2401 iken,
en diisiik sayida polimorfik bant veren primer ise 2 bant ile iPBS 2402’dir. Polimorfik
bant oran1 %100 olan primerler ise iPBS 2085, 2255, 2257, 2273, 2298, 2389, 2393, 2399
ve 2401°dir.

Bu tez ¢alismasinda kullanilan 28 adet iPBS markoriiniin etkinligini 6l¢mek igin
yapilan ¢esitli hesaplamalar sonucu PIC (polimorfizm bilgi igerigi) degeri, gen cesitligi
(beklenen heterozigotluk degeri) (He), Shannon degeri (1) ve Rp (resolving power) degeri
elde edilmistir (Tablo 4.3).

En yiiksek PIC degeri 0,87 ile 2245 primerinde iken en diigiik PIC degeri ise 0,18
ile 2273 primerindedir ve toplam PIC degerlerinin tiim primerler i¢in ortalamasi 0,66’ dir
ve 1’e oldukc¢a yakin oldugu i¢in bu kullanilan primerlerin oldukga bilgilendirici
oldugunu gostermektedir. Primerlerin genotipleri ayirt etme giiciinii gosteren resolving

power degerinin ise bu c¢alismada 0,38 (2273) ile 4,64 (2401) arasinda degistigi

gOriilmiistiir.

Gen cesitliligi degeri (beklenen heterozigotluk degeri) 0,49 degeri ile en fazla
2230 primerinde gozlemlenirken, 0,06 degeri ile en az 2400 primerinde gézlemlenmistir.
Tiim yapilan ¢alismada ise 235 genotip i¢in ortalama gen ¢esitliligi degeri 0,25dir.
Shannon cesitlilik indeksine bakildiginda ise en yiiksek deger 2224 primerinde 0,31
olarak hesaplanmistir, en diisiik deger ise 0,06 ile 2392 primerinde goriilmiistiir. Tiim
primerler i¢in hesaplanan ortalama Shannon degeri ise 0,19°dir. Efektif allel sayis1 (Ne)
2,72 degeri ile en fazla 2402 primerinde goriiliirken, 0,26 degeri ile en diisiik 2228

primerinde goriilmiistiir. Tiim primerler i¢in ortalama efektif allel sayisi1 ise 0,69 dir.
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Tablo 4.3. iPBS primerleri ile olusturulan bant profilleri.

Primer ID B PB PR PIC \[:] | He Rp
iPBS 2085 8 8 100% 0.75 0.10 0.77 0.08 0.75
iPBS 2087 9 7 78% 0.78 0.65 1.49 0.24 241
iPBS 2217 5 4 80% 0.76 1.05 0.61 0.12 0.52
iPBS 2221 10 9 90% 0.59 0.27 1.49 0.20 2.46
iPBS 2222 7 5 71% 0.72 0.71 0.68 0.15 0.97
iPBS 2224 7 5 71% 0.76 0.85 1.56 0.40 3.13
iPBS 2228 13 12 92% 0.68 0.26 254 0.26 4.63
iPBS 2229 10 9 90% 0.60 0.28 2.07 031 4.47
iPBS 2230 5 3 60% 0.85 2.26 0.75 0.49 1.50
iPBS 2241 9 8 89% 0.68 0.34 2.04 0.35 4.42
iPBS 2243 11 8 73% 0.71 0.43 1.33 0.19 2.50
iPBS 2245 8 6 75% 0.87 1.33 1.59 0.30 2.67
iPBS 2251 5 4 80% 0.47 0.47 0.79 0.28 1.56
iPBS 2252 5 4 80% 0.74 0.95 0.97 0.30 1.67
iPBS 2255 11 11 100% 0.73 0.34 2.46 0.28 4.40
iPBS 2257 4 4 100% 021 0.32 0.42 0.19 0.95
iPBS 2273 2 2 100% 0.18 0.61 0.18 0.17 0.37
iPBS 2295 10 9 90% 0.82 0.61 0.75 0.20 2.45
iPBS 2298 12 12 100% 0.86 0.58 2.65 0.23 3.70
iPBS 2373 10 8 80% 0.61 0.32 1.99 0.35 4.52
iPBS 2389 7 7 100% 0.60 0.36 1.14 0.21 1.95
iPBS 2391 7 5 71% 0.77 0.88 0.69 0.17 121
iPBS 2392 6 5 83% 0.46 0.37 0.32 0.08 0.42
iPBS 2393 4 4 100% 0.54 0.55 0.98 0.37 2.14
iPBS 2399 6 6 100% 0.50 0.35 0.87 0.20 171
iPBS 2400 5 4 80% 0.76 1.02 0.55 0.12 0.14
iPBS 2401 13 13 100% 0.74 0.29 291 0.25 4.64
iPBS 2402 3 2 67% 0.82 2.72 0.61 0.38 1.15

Average 7.57 6.57 86% 0.66 0.69 1.29 0.25 2.27

TB: Total bands number. PB: Polymorphic bands number. PR: Polymorphism rate. PIC: Polymorphism information contents.
Total 212 184 Ne: Effective allele number. I: Shannon’s information index. He: Nei’s gene diversity. Rp: Resolving power
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1PBS verileri kullanilarak Jaccard benzerlik katsayisi ile R Studio programinda
yapilan analize gore B. distachyon genotiplerinin aralarindaki genetik uzaklik degerleri
hesaplanmuistir. Elde edilen veriler ile ¢izilen heat map ve dendrogram Sekil 4.3.5 ve Sekil
4.3.6’da verilmistir. Dendrogram incelendiginde, genotiplerin 2 alt grup olusturdugu
goriilmektedir. Grup 1 igerisinde 74 adet genotip varken, grup 2 igerisinde 161 adet
genotip vardir (Sekil 4.3.6; Kirmizi renkli — Grup 1, Mavi renkli — Grup 2).

Genetik uzaklik degerleri incelendiginde; tiim degerlerin 0,04 ile 0,67 araliginda
oldugu goriilmektedir. Popiilasyonda Geno65 (Sehitlik, Canakkale) ve Geno68 (Sehitlik,
Canakkale) kodlu genotiplerin birbirine en yakin genotipler oldugu ve aralarindaki
genetik uzakligin 0,02 oldugu goriilmektedir. Geno58 (Kozluk, Batman) ve Genoll5
(Tavsanli, Kutahya) kodlu genotiplerin ise birbirine en uzak genotipler oldugu ve
aralarindaki genetik uzakligin 0,67 oldugu goriilmektedir.

B. distachyon genotiplerinden olusan kolleksiyondaki genetik varyasyonu
belirlemek amaciyla alternatif olarak yapilan temel bilesen analizi (PCoA) sonucunda
elde edilen grafikte, dendrogramda goriildiigii gibi genotiplerin 2 alt gruba ayrildig
goriilmiistiir ve dendrogramdan elde edilen verileri destekler niteliktedir (Sekil 4.3.7).
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Sekil 4.3.5. iPBS verileri kullanilarak cizilen heat map.
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Sekil 4.3.6. iPBS verileri kullanilarak Nei dist metoduna gore ¢izilen UPGMA dendrogram
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Sekil 4.3.7. iPBS verileri kullanilarak ¢izilen PCoA grafigi
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Sekil 4.3.8. PCOA grafigine ait verilerin 6z deger ve kiimiilatif oran grafigi.
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Bu calismada kullanilan B. distachyon tiiriine ait 235 adet genotipten olusan
kolleksiyonun, STRUCTURE programi kullanilarak Evanno metoduna gore popiilasyon
yapisi belirlenmistir. En uygun alt grup sayisini temsil eden Delta K (AK) degeri Delta
K=m(L"(K))/sd(L(K)) formiiline gére STRUCTURE HARVESTER aracilig1 ile
hesaplanmustir. En yiiksek Delta K degeri 351,42 olarak hesaplanmistir ve bu deger grafik
iizerinde K = 2’yi gostermektedir (Sekil 4.3.9). Bu Delta K degeri baz alinarak
STRUCTURE programindan elde edilen popiilasyon grafigi ise Sekil 4.3.10°da
goriilmektedir. 235 adet genotipin bulundugu popiilasyon iki gruba (Grup 1 ve Grup 2)
ayrilmistir.  Aym1 grup igerisindeki  genotiplerin ortalama uzakliklar1 (beklenen
heterozigotluk degeri) ilk grup i¢in 0,14, ikinci grup ic¢in 0,15 olarak hesaplanmistir.
Ortalama Fst degerleri ise ilk grup i¢in 0,43 iken ikinci grup igin 0,33 olarak

hesaplanmustir.

DeltaK = mean(|L"(K)|) / sd(L(K))
3501
3001
2501

200

Delta K

150F

100f

501

Sekil 4.3.9. AK degeri ve K degerleri grafigi
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Sekil 4.3.10. B. distachyon popiilasyon yapis1 analiz sonucu (K = 2).
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Sekil 4.3.11. LD heat map (tiim popiilasyon igin).
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Sekil 4.3.12. LD dagilim grafikleri (a) tiim popiilasyon, (b) grup 1 ve (c) grup 2. r’ve D’
degerlerinin dagilim grafikleri (a) tim popiilasyon, (b) grup 1 ve (c) grup 2.

Sekil 4.3.11°da goriilen heat map, baglant1 dengesizligi (LD) analizi sonucunda elde
edilen veriler kullanilarak tiim popiilasyon i¢in elde edilmistir. Bu heat map’e gore (Sekil
4.3.11) grafigin list kisminda bulunan tiggen olasilik degerlerini (p-degerleri) gosterirken,
grafigin alt kisminda bulunan iiggen r? degerlerini gdstermektedir. LD analizi sonucunda
elde edilen verilere gére sonuglar su sekildedir: ortalama r? degerleri ilk grup icin 0.18
iken ikinci grup icin 0.31’tiir ve tiim popiilasyon icin elde edilen r? degeri 0.13’tiir.
Istatiksel olarak dnemli olan loci giftleri icin olan ortalama LD degerleri (D) ise ilk grup
icin 0.67 bulunurken, ikinci grup i¢in 0.78 olarak hesaplanmistir. Tiim B. distachyon
popiilasyonu igin elde edilen D’ degeri ise 0.58 dir. r? degerleri grup 1, grup 2 ve tiim
poptilasyon i¢in sirastyla %44.8, %27.1 ve %47.7 oraninda 0.1’den diisiik bir degere
sahiptir (Sekil 4.3.12). Diger yandan, LD decay grafikleri, LD &l¢iisiiniin (r?) Grup 1,
Grup 2 ve tiim B. distachyon genotiplerinde baz ¢ifti mesafesi (kb) ile nasil degistigini
gostermektedir (Sekil 4.3.12).
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Sekil 4.3.13. Goreceli akrabalik degerleri grafigi

Ayrica bu tez c¢alismasinda, B. distachyon genotiplerindeki bagil akrabalik
seviyesini analiz etmek i¢in 184 polimorfik lokus kullanilmistir ve ¢ift akrabalik degerleri
0 ile 1 arasindadir. Yapilan hesaplamalar sonucunda, ¢ift akrabalik tahmin degerlerinin
% 82.3’lintlin 0 ile 0.2 degerleri arasinda oldugu goriilmustiir (Sekil 4.3.13). Ek olarak,
nispi akrabalik tahmin degerlerinin % 97,’'sinin 0,4’ten az oldugu sonucuna ulasilmigtir
(Sekil 4.3.13), yani genotiplerin biiyiik ¢ogunlugunun uzak akraba oldugu goriilmekte

iken, baz1 genotipler yliksek benzerlik gdstermistir.

54



5. TARTISMA

Genetik cesitlilik analizleri ve genotipler arasindaki iligkileri incelemek, c¢esit
gelistirme calismalarinda 6nemli rol oynamaktadir. Genetik c¢esitlilik analizleri, genetik
cesitlilik seviyesi ve popiilasyon yapisinin anlagilmasini saglar ve bitki 1slahi
programlarinda ebeveyn genotipleri olarak kullanilacak genotiplerin se¢ilmesinde bir
arag gorevi goriir (Ellegren ve Galtier 2016). B. distachyon, Poaceae ailesinde en kiigiik
genoma sahiptir ve filogenetik olarak bugday, ¢eltik ve sorguma yakindir, bu sebeplerden
dolay1 tiim bugdaygiller i¢in giiclii bir fonksiyonel genomik kaynak gorevi goriir (Draper
ve ark. 2001; Vogel ve ark. 2010). Bu nedenle, bu tiir iizerinde yapilan genetik ¢esitlilik
analizleri serin mevsim tahil ve bugdaygil yem bitkilerinin gelecekteki 1slah ¢aligmalarini

kolaylastiracak ve hiz katacaktir (Draper ve ark. 2001).

Yirminci yiizyilin sonlarmma dogru, molekiiler markér teknolojisindeki
gelismelerle birlikte 6zellikle DNA markorleri, bitkilerin genotipleri hakkinda genis bilgi
elde edilmesini saglamistir. Retrotranspozon tabanli molekiiler markorler, bitki genomik
ve filogenetik analizleri i¢in gii¢lii kaynaklardir, ¢iinkii genetik varyasyonun énemli bir
kismi1 transposable elementlerden kaynaklanmaktadir (Roy vd., 2014). Ozellikle iPBS
markor sistemi, retrotranspozon bazli markdr sistemleri ile karsilastirildiginda bazi
avantajlara sahiptir; 6rnegin, primer tasarlanirken sekans bilgisi gerekli degildir, diisiik
miktarda DNA gerektirir ve kullanim1 kolaydir. iPBS molekiiler markdrleri ile genetik
cesitlilik caligmalari, filogenetik caligmalar, baglanti haritalarinin olusturulmasi, gen
saptama ve belirli genleri tagiyan genotiplerin veya hatlarin incelenmesi gibi g¢esitli

caligmalarin yapilmasini saglamaktadir.

Retrotranspozon bazli ¢alismalar bir ¢ok bitki iizerinde yapilmistir. Baloch ve
ark.(2015), bezelye (Pisum sativum) bitkisinde iPBS mark6r yontemi kullanarak
popiilasyon yapisini arastirmislardir. Coutinho ve ark. (2018), Fagaceae ailesinin tiyeleri
olan kestane, kayin ve mese tiirlerinde iPBS markorleri araciligi ile molekiiler
karakterizasyon calismasi yapmislardir. Arystanbekkyzy ve ark. (2018), yabani ve yerli
emmer bugdayinda (Triticum turgidum spp. Dicoccoides) iPBS markoérleri ile filogenetik
ve taksonomik c¢aligmalar yapmislardir. Souza ve ark. (2018), sazgillerde (Eleocharis)
retrotranspozon miktari, cesitliligi ve dagilimini incelemislerdir. Genetik c¢esitlilik
caligmalar ise aspir (Carthamus tinctorius L.), asma (Vitis vinifera L. Spp. sativa D.C.),
nohut (Cicer), bamya (Abelmoschus esculentus L.), Leonurus cardiaca gibi cesitli

bitkilerde yapilmistir. Bununla birlikte, bu tez ¢alismas1 iPBS markoérleri kullanilarak B.
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distachyon genotiplerinin tanimlanmasi ve molekiiler karakterizasyonu hakkinda ilk

rapordur.

Bu tez ¢alismasinda 235 B. distachyon genotipi 28 adet iPBS markérii kullanilarak
analiz edilmistir. Bu markorler ile 212 adet bant goriintiisti elde edilmistir ve bunlardan
184 tanesi polimorfiktir. Oranlandigi zaman calisma sonucu elde edilen bantlarin
%86’s1n1n polimorfik oldugu goriilmektedir. En fazla polimorfik bant elde edilen primer
13 bant ile iPBS 2401 iken en az polimorfik bant elde edilen primer ise 2 bant ile iPBS
2402’dir. Elde edilen tiim bantlarin polimorfik oldugu primerler ise iPBS 2085, 2255,
2257, 2273, 2298, 2389, 2393, 2399 ve 2401°dir. Bu tez ¢alismasinda primer basina elde
edilen polimorfik bant sayis1 degerleri fasiilye (Nemli ve ark. 2015) ve incir (Belttar ve
ark. 2017) i¢in bildirilen sirasiyla 3.8 ve 2.7 degerlerinden daha yiiksek hesaplanmustir.
Bu sonuglar, iPBS primerlerinin, 6nceki c¢alismalarda kullanilan bu tiirlere kiyasla B.
distachyon i¢in daha fazla kopya sayisinin oldugunu géstermektedir (Belttar vd., 2017;
Nemli vd., 2015). Ote yandan, daha 6nce yapilan baz1 iPBS ¢alismalarinda, primer bagina
diisen polimorfik alel sayisinin, bu tez ¢alismasinda elde edilenden daha fazla oldugu
bildirilmistir; 6rnegin, kayis1 (Baranek ve ark. 2012), bezelye (Baloch ve ark. 2015),
iizim (Guo ve ark. 2014), celtik (Comertpay ve ark. 2016), nohut (Andeden ve ark. 2013)
ve safran (Gedik vd., 2017), polimorfik bant sayisini sirasiyla 6.6, 6.7, 7.1, 8.5, 13 ve 25.1
olarak tespit etmistir. Bu durum, B. distachyon genomunun kii¢iik olmasi ve iPBS
bolgelerinin farkli tiirler arasinda degiskenlik gosterebilmesi seklinde agiklanabilir
(Draper ve ark. 2001; Kalendar ve ark. 2019). Ek olarak, bu ¢aligmada bulunan ortalama
polimorfizm orani, AFLP (% 70) (Filiz vd., 2009), SSR (% 66) (Vogel vd., 2009), SSR
ve ISSR (%26 ve %16) (Hammami vd., 2014) gibi B. distachyon tiiriinde yapilan 6nceki
calismalarda elde edilenden daha biiyiik bulunmustur. Diger yandan, B. distachyon'da
RAPD markérleri kullanilarak yapilan ¢aligmaya gore elde edilen polimorfizm diizeyinin
(% 96) daha fazla oldugu gorilmistiir (Jaroszewicz vd., 2012), ancak iPBS markor
sisteminin RAPD ydntemine kiyasla, kolay gerceklestirilebilir ve tekrar iiretilebilirlik gibi
bircok avantaji vardir. (Ruslan Kalendar vd., 2010). Genetik markorlerin etkinligini
belirlemek i¢in ana kriterlerden biri polimorfizmdir (Ali ve ark. 2019) ve sonug¢larimiza

gore iPBS markor sisteminin B. distachyon ¢alismasi i¢in uygun oldugu goriilmektedir.

Bu tez ¢alismasinda kullanilan 28 adet iPBS primerinin etkinliklerini belirlemek
amactyla cesitli hesaplamalar yapilmistir. Bunlar; PIC (Polimofizm Bilgi Icerigi) degeri,
gen ¢esitliligi (beklenen heterozigotluk degeri), Shannon degeri ve RP (Resolving

Power)’dir (Tablo 4.3). PIC hesaplamalari sonucu elde edilen verilere gore, en yiiksek
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PIC degeri 2245 primerinde 0,87 olarak goriilmiistiir. En diisiik PIC degeri ise 2273
primerinde 0,18 degerine sahiptir. Tiim bu ¢alismada kullanilan primerlerin ortalama PI1C
degeri ise 0,66’dir (Tablo 4.3). Elde edilen bu sonuglar ile iIPBS 2245 primerinin
Brachypoidum distachyon genotiplerinin genetik ¢esitliligini ayirt etmede en etkili
oldugu goriilmektedir. Daha 6nce yapilan iPBS ¢alismalarinda elde edilen PIC degerleri
ise su sekildedir; Mehmood ve ark. (2013)’nin guava (Psidium guajava) bitkisinde
yaptiklar1 caligmada elde ettikleri PIC degerleri 0,13 ile 0,37 arasinda degismektedir.
Andeden ve ark. (2013)’nin nohut (Cicer arientinum) bitkisinde yaptiklar1 genetik
cesitlilik calismasinda hesapladiklar1 PIC degerleri 0,86 ile 0,95 arasinda degisirken,
ortalama PIC degerinin ise 0,91 oldugu goriilmiistiir. Nemli ve ark. (2015), fasulye
(Phaseolus vulgaris L.) bitkisi ile yaptiklari ¢alismada hesapladiklari PIC degeri 0,03 ile
0,94 arasinda degismekteyken ortalama PIC degeri 0,73’tiir. Bu tez calismasinda elde
edilen PIC degerinin (0,66) daha dnce yapilmis olan ¢calismalarda elde edilen degerlerden
daha diisiik olmasinin sebebi, c¢aligilan bitkilerdeki iPBS bdlgelerinin miktarindaki
farkliliklar olarak diisiiniilebilir. Ayrica bu ¢alismada elde edilen ortalama PIC degerinin
(0.66), bezelye (0.61) (Baloch ve ark. 2015), ¢eltik (0.35) (Comertpay ve ark. 2016) ve
pamukta (0.17) (Tyagi ve ark. 2014) yapilan ¢aligsmalarda elde edilen degerlerden daha
yiiksek oldugu goriilmistiir. Bu da gostermektedir ki iPBS markdr sistemi B. distachyon

tiiriinde bezelye, ¢eltik ve pamuga kiyasla daha verimli calismaktadir.

Yapilan bu tez caligmasinda elde edilen PIC degerlerini desteklemesi amaciyla
hesaplanan ve primerlerin genotipleri ayirt etme giiciinii gésteren resolving power (RP)
degerinin 0,14 (2400) ile 4,64 (2401) arasinda degistigi saptanmistir (Tablo 4.3). Daha
onceki iPBS ¢alismalarinda, RP degerleri tiziimde (Guo vd., 2014) 1.43 (iPBS 2231) ile
5.60 (iPBS 2230) ve Tetradium ruticarpum'da (XU vd., 2018) 4.44 (iPBS 2230) ile 11.20
(iPBS 2230) arasinda degistigi bulunmustur. RP analizinin sonucu, incelenen
germplazma tiirlinlin primerlerin ¢6zme giiclinii etkiledigini gdstermektedir (Sarla ve ark.
2003). Elde edilen PIC ve RP sonuglar1 sadece bu arastirmada incelenen tiim primerlerin
polimorfizmi olusturmada gii¢lii oldugunu gostermekle kalmamis, ayn1 zamanda iPBS

markorlerinin B. distachyon'daki genetik cesitliligi belirlemede 6zellikle etkili oldugunu

gostermistir.

B. distachyon genotipleri yapilan bu tez ¢calismasinda, Shannon’in bilgi endeksi
(I) ve Nei’nin genetik cesitliliginin (H) ortalama degeri sirasiyla 1.29 ve 0.25 olarak
hesaplanmistir (Tablo 4.3). Bu hesaplamalar i¢in daha yiiksek degerler, yliksek genetik

cesitliligin varligin1 gostermektedir ve bu nedenle B. distachyon genotipleri arasinda
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makul bir farklilik vardir (Shannon 1997; Spellerberg ve Fedor 2003; Magurran 2004).
Bu ¢alismada elde edilen ortalama Shannon'in bilgi indeksi (I) (1.29) ve Nei'nin genetik
cesitliligi (H) (0.25) degerlerinin daha 6nce yapilan bazi ¢alismalara kiyasla daha fazla
oldugu gorriilmiistiir; 6rnegin, ¢eltikte sirasiyla 0.30 ve 0.23 (Comertpay ve ark. 2016) ve
safranda sirasiyla 0.29 ve 0.16 (Gedik ve ark. 2017) olarak hesaplanmustir. Ayrica, efektif
allellerin (Ne) miktari bilyiik genetik varyasyonun varligini gosterir ve bu nedenle efektif
allel sayis1 yiiksek olmalidir. Efektif allel (Ne) sayisi, bu ¢alismada 0.10 (iPBS 2085) ile
2.72 (iPBS 2402) arasinda degismektedir ve ortalama 0.69 olarak hesaplanmistir (Tablo
3). Daha 6nce yapilan birkag iPBS g¢alismasinda, 6rnegin bugday (1.96) (Arystanbekkyzy
ve ark.2019), bamya (1.46) (Yildiz ve ark.2015) ve aspir (1.33) (Ali ve ark.2019) gibi
bitkilerde yapilan hesaplamalarda ortalama efektif allel sayisinin daha fazla oldugu

bildirmistir.

Bu tez ¢alismasinda R Studio programi kullanilarak Jaccard benzerlik katsayisi
ile Nei dist yontemine gore 235 B. distachyon genotipinin arasindaki genetik uzaklik
degerleri hesaplanmistir ve ikili genetik mesafe katsayisi puanlarina dayanarak UPGMA
dendrogrami ve heat map elde edilmistir (Sekil 4.3.5 ve 4.3.6). Genetik uzaklik degerleri
0.04 ile 0.67 arasinda degismektedir ve en yakin genotipler Geno66 (Sehitlik, Canakkale)
ve Geno67 (Sehitlik, Canakkale) iken, Geno58 (Kozluk, Batman) ve Genol15 (Tavsanli,
Kiitahya) genotipleri arasinda maksimum genetik varyasyon tespit edilmistir. Bu sonug
dogrultusunda, genetik olarak en uzak genotipler (Geno58 ve Genol15) F2 genotipinde
biliylik ayrismayr gozlemlemek icin aday ebeveynler olarak secilebilir. Bu nedenle,
genetik uzaklik analizi sonuclart bitki 1slah1 programlar1 ve genetik kaynak
koleksiyonlarinin olusturulmasinda kullanilabilecegi acikca goriilmektedir. Diger
taraftan, dendrogramin sonucundan da goriilebilecegi gibi (Sekil 4.3.6), B. distachyon
genotiplerinden olusan kolleksiyon biiyiik cesitlilik gosteren iki ana gruptan
olusmaktadir. Grup 1, Tiirkiye'nin kiy1 bolgelerinden toplanan 161 genotip igerirken,
Grup 2, Tirkiye'nin i¢ bolgelerinden toplanan 74 genotip icermektedir ve bu gruplar da
cesitli alt gruplara ayrilmistir (Sekil 4.3.6; grup 1 kirmiz1 ve grup 2 mavi). Benzer sekilde,
PCoA sonucu, B. distachyon genotiplerinden olusan popiilasyonunun, dendrogramda
gosterildigi gibi yiiksek genetik varyasyona sahip iki ana gruba ayrildigin1 gostermistir
(Sekil 4.3.7; grup 1 kirmiz1 ve grup 2 mavi). Tiirk B. distachyon genotipleri ile AFLP
markorii kullanilan 6nceki bir c¢alismada, bir UPGMA dendrogrami kullanilan
poplilasyonu esas olarak 5 gruba ayirmis ve 116 diploid inbred hatt1 cografi kokenlerine

gore siniflandirilmistir (Filiz ve ark. 2009). Orijinleri farkli tlkelere dayanan B.
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distachyon genotiplerinden olusan bir koleksiyon {izerinde yapilan bir bagka popiilasyon

yapisi ¢alismasinda, popiilasyon ii¢ kiime olusturmustur (Tyler ve ark. 2016).

STRUCTURE yazilimi ile gerceklestirilen Tiirk B. distachyon popiilasyon
yapisinin analizi sonucu, genotiplerin K = 2'de (Sekil 4.3.10; grup 1 kirmizi kisim ve grup
2 yesil kisim) iki gruba ayrildig1 goriilmiistiir. Grup 1, Tirkiye'nin esas olarak Tekirdag,
Edirne, Canakkale ve Burdur gibi kiy1 kentlerinden toplanan genotiplerden olusurken,
grup 2 ise Eskisehir ve Ankara sehirlerinden ve Tiirkiye'nin dogu kentlerinden
(Gaziantep, Batman ve Adiyaman) toplanan genotipleri i¢germektedir. Dolayisiyla bu
sonug, bu iPBS ¢alismasinda kullanilan Tiirk B. distachyon genotiplerinin dagiliminin,
birkag istisna disinda toplama yerlerine (kiy1 bolgeleri veya Tiirkiye'nin i¢ kisimlart) bagl
oldugunu gostermistir. Bu smiflandirma sonucu, simple sequence repeats (SSR)
markorleri kullanilarak yapilan Tirk B. distachyon’unun o6nceki genetik cesitlilik
calismasiyla da desteklenmektedir (Vogel ve ark. 2009). Yapilmis olan bu SSR
caligmasinda Adiyaman ve Gaziantep'ten toplanan dogu hatlar1 iki gruptan birini
olustururken, diger grubu olusturan hat Tekirdag'dan toplanmistir (Vogel ve ark. 2009).
Ayrica bu tez calismasinda yakin yerlere ait bazi1 genotiplerin yiiksek genetik mesafeye
sahip olduklar1 bulunmustur ve bu sonug genotipler arasinda, B. distachyon'daki yiiksek
kendilenme oran ile diisiik gen akisi oldugunu gostermektedir (Vogel ve ark. 2009; Tyler
ve ark. 2016). Bu bulgular DNA barkodlama yontemi (Lopez-Alvarez ve ark. 2012), SNP
(Tyler ve ark. 2016) ve SSR (Vogel ve ark. 2009) yontemleri kullanilarak daha once
yapilan B. distachyon'un popiilasyon yapi analizlerinin sonuglar1 ile uyumludur. SSR
markor yontemi kullanilarak gergeklestirilen B. distachyon'un onceki bir bagka
popiilasyon yapisi analizinde kullanilan genotiplerin, bu iPBS ¢alismasinda oldugu gibi
benzer cografi bolgelere gore ayrimlandigi goriilmiistiir ve popiilasyonun iki ana kiimeye
ayrildigi, gruplardan birinin Kaliforniya’ya ait olurken digerinin Avrasya’ya ait oldugu

goriilmiistiir ( Bakker ve ark.2009).

Fst akrabalik katsayisi, alt popiilasyonlar arasindaki heterozigotlugun bir
Olciisiinii  gostermektedir (Ochoa ve Storey 2019). Yapilan bu tez calismasinin
popiilasyon yapist analizi kullanilarak Fst degerleri birinci grup igin 0.43 ve ikinci grup
icin 0.33 olarak hesaplanmistir ve bu sonuglar alt gruplar arasinda biiylik farklilasma
oldugunu gostermektedir. Ayrica, Tiirkiye'nin kiyr bolgelerinden toplanan genotipler
genis bir cografi bolgeye sahip oldugundan, grup 1 beklendigi gibi grup 2'den daha
yiiksek bir Fst degerine sahiptir. Daha 6nce yapilan ¢alismalara bakildigi zaman, Tiirk B.

distachyon genotipleri kullanilarak yapilan AFLP ¢alismasinda, farkli lokasyonlar
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arasindaki tiim karsilastirmalar i¢in Fst degerleri sifirdan oldukga farklidir ve bu nedenle
popiilasyonlar arasinda biiyiik bir varyasyon oldugu goriilmektedir (Filiz ve ark. 2009).
Ayrica bagka bir calismada, fenotipik karakterizasyon analizine gére yabani bir bitki olan
B. distachyon genotiplerinde 6nemli miktarda dogal ¢esitlilik gézlenmistir (Tyler ve ark.
2014). Onceki ¢alismalarda, Fst degerleri arpada 0.36 (Forsberg ve ark.2019), durum
bugdayinda 0.18 (Maccaferri ve ark.2005) ve ¢eltikte 0.85 (Garris ve ark.2003) olarak
tespit edilmistir. Kullanilan bu tiirlerin yakin tahil tiirleri olmasina ragmen, aralarindaki
genetik varyasyon seviyelerindeki farkliliklar, islah ge¢mislerindeki farkliliklar ve
genotiplerin habitatlarindaki yetisme oranlarindan kaynaklanmaktadir. Ayrica, beklenen
heterozigotluk degerleri (grup 1 ic¢in 0.15 ve grup 2 icin 0.14), B. distachyon
genotiplerinin Fst degerlerini destekleyerek biiyiik bir genetik varyasyon seviyesinin

oldugunu gostermistir.

LD (baglant1 dengesizigi); iki gen / QTL veya iki markor arasinda rastgele bir
iliski olarak tanimlanir ve popiilasyondaki aleller arasindaki korelasyonu temsil eder
(Gupta ve ark.2005; Weir 2008). iliskilendirme eslemesi yapilirken LD decay
mesafelerinin hesaplanmasi 6nemlidir (Mackay ve Powell 2007). Popiilasyon yapisi;
rekombinasyon, mutasyon, seleksiyon, popiilasyon yogunlugu, dogal seleksiyon ve
hibridizasyonun yani sira LD {izerinde etkisi olan 6nemli faktorlerden biridir (Flint-
Garcia ve ark.2003). LD, bitkilerde r? ve D’ degerleri hesaplanarak belirlenir (Mackay ve
Powell 2007) ve yapilan bu tez ¢alismasindaki tiim genotipler igin elde edilen ortalama
r? degerinin (0.13) sifira oldukga yakin oldugu gériilmiistiir, bu nedenle popiilasyonun
baglant1 dengesine sahip oldugu gériilmektedir. LD analizi sonucunda elde edilen r?
degerinin 0’a yakin olmas1 baglant1 dengesizliginin az oldugu anlamina gelmektedir ve
bunun sebebi B. distachyon tiiriiniin kendine dollenen bir tiir olmasi olarak gériilmektedir
clinkii rastgele dollenmenin baglantida kayba yol agtig1 bilinmektedir (Mackay ve Powell,
2007). Ekmek ve durum bugdayr genotipleri kullanilarak gergeklestirilen 6nceki bir
caligmada tiim lokus giftlerinin sirasiyla %47.9 ve %14.0’min anlamli LD’de oldugu,
ancak r?> 0.2 esigine gore ekmek bugdaymin lokus ciflerinin sadece %0.9°unun ve
durum bugdayinin lokus giftlerinin sadece %3.2’sinin anlamli LD’de oldugu goriilmistiir
(Somers ve ark. 2007). Ayrica, ¢ok gesitli arpa suslarinda, anlamli LD’deki lokus
ciftlerinin %100’iiniin r?>> 0.05 degerlerine sahip oldugu, ancak bu oranin bir alt grupta
% 45’¢ diistiigii bildirilmistir (Malysheva-Otto ve ark. 2006). Bu sonuglar hem anlamli
LD’deki lokus sayisinin hem de LD derecesinin agik¢a popiilasyonun yapisina ve genom

farkliliklarina bagli oldugunu gostermektedir (Malysheva-Otto ve ark. 2006; Somers ve
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ark. 2007). Yapilan bu tez ¢alismasinda, B. distachyon genotipleri i¢in lokus ¢iftlerinin
% 7.11°1 anlamhi LD degerine sahiptir (p < 0.01), ancak r*> > 0.1 esigine gore lokus
ciftlerinin sadece % 4.16°s1 LD degerine sahiptir (Sekil 4.3.12). Ote yandan, goreli
akrabalik tahmin degerlerinin % 97.2’si 0.4’ten daha azdir (Sekil 4.3.13). Bu nispi
akrabalik sonucglari1 ve distik LD degerleri, onceki {ireme gegmislerindeki
rekombinasyonun, homozigot kendi kendine ddllenmede ve daha yiiksek genetik
cesitliligin bir sonucu olarak korundugunun ve stabilize edildiginin bir gostergesi olarak

diisiiniilebilir.

Bu tez calismasi, kii¢iik genom boyutuna ragmen B. distachyon genotipleri
arasinda yiiksek diizeyde genetik ¢esitlilik oldugunu gdstermistir. Bu yiiksek c¢esitliligin
nedenleri olarak, Tiirkiye'nin farkli iklim, toprak ve topografik kosullara sahip cografi
bolgelerden olusan biiyiik bir iilke olmasi, Tirkiye’ nin B. distachyon tiiriiniin
orijinlendigi cografi bolge igerisinde yer almasi ve bu bdlgedeki evrimsel kdkenlerin
uzun yillara dayanmasi gosterilebilir. Bu ¢alisma sonucunda elde edilen bilgiler, secilecek
ebeveynler gelecekteki tahil ve yem bitkileri yetistirme programlari i¢in olduk¢a uygun

olacaktir.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu calisma, literatiirde ilk kez, Tiirkiye’den toplanan 235 adet B. distachyon
genotipinin iPBS markérleri kullanilarak molekiiler bilgisini gostermistir. Calismada
kullanilan B. distachyon kolleksiyonu, UPGMA, PCoA ve STRUCTURE analizlerine
gore genotiplerin toplandiklari lokasyonlara bagli olarak iki ana gruba ayrilmistir. iPBS
markor sistemi B. distachyon’da oldukca fazla genetik ¢esitliligin varligini gostermistir.
Bu nedenle, bu ¢alismanin sonuglar1 B. distachyon ve bu tiire yakin olan tiirlerin
gelecekteki 1slah  programlarinda ve secilecek ebeveynler i¢in kullanilmasi

Onerilmektedir.

Giliniimtizdeki kitlik ve iklim degisikligi gibi ¢esitli problemler géz Oniinde
bulunduruldugunda bugdaygil tiirleri ig¢in boyle 6nemli bir model olan Brachypodium
distachyon’un GWAS (genome wide association mapping) ¢alismalari ile Fusarium gibi
patojenlere ve kuraklik, asir1 sicak ve soguk hava kosullar1 gibi gesitli ¢evresel stres

faktorlerine kars1 dayaniklilik aragtirmalari dnerilmektedir.

Genetik ¢esitliligin ve degerli gen kaynaklarinin korunmasi canlilarin gelecekteki
yasamini Onemli Olciide etkileyecek onemli bir faktordiir. Sehirlesmenin artmasi, bitki
oOrtiistiniin zarar gérmesi ve sanayilesme gibi etkenler dogadaki genetik ¢esitliligi olumsuz
etkilemektedir. Genetik ¢esitlilikteki azalma sonucunda bitkiler kuraklik, asir1 sicaklik
degisimleri, nem vb. gevresel stres faktorlerine karsi dayaniksiz hale gelmektedir.
Yapilan bilimsel ¢aligmalar gore geligsmis bitki tiirlerinin yabani akrabalar1 nemli dl¢iide
degerli gen kaynaklarina ve genetik cesitlilige sahiptir. Bu nedenle Brachypodium
distachyon’un da dahil oldugu yabani popiilasyonlarin sahip oldugu gen kaynaklari ve
genetik cesitlilik seviyeleri iyi arastirllmali ve muhafaza edilmesi i¢in korunmali ve
kullanilabilir hale getirilmelidir. Tiirkiye sahip oldugu cografik konumu ve heterojen
ekolojik kosullar1 ile yiiksek derecede genetik cesitlilige ve gen kaynaklarina sahip ve
bircok yabani tiirlin dagilim merkezi olan bir iilkedir. Bu sebeple, dogal yabani
popiilasyonlarin genetik ¢esitliliginin korunmasi, onlardan tiireyen gelismis akrabalarinin
agronomik ozelliklerini gelistirmede bu yabani tiirlerden yararlanilmas1 gibi ¢aligmalarin

planlanmas1 ve uygulanmasinda Tiirkiye lider {ilkelerden biri olmalidir.
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