T.C.
ERCIYES UNiVERSITESI
FEN BiLiMLERI ENSTITUSU

TURKIYE ORiJINLI BAZI BUGDAY CESITLERINDE
PEROKSIDAZ GEN POLIMORFiZMIiNIN BELIRLENMESI

Tezi Hazirlayan
Hamid CEYLAN

Tezi Yoneten
Yrd. Doc. Dr. Mikail AKBULUT
Doc. Dr. Osman GULSEN

Biyoloji Anabilim Dah

Yiiksek Lisans Tezi

Temmuz 2010
KAYSERI






T.C.

ERCIYES UNiVERSITESI
FEN BiLIMLERi ENSTITUSU

TURKIYE ORIiJINLI BAZI BUGDAY CESITLERINDE
PEROKSIDAZ GEN POLIMORFiZMIiNIN BELIRLENMESI

Tezi Hazirlayan
Hamid CEYLAN

Tezi Yoneten
Yrd. Doc. Dr. Mikail AKBULUT
Doc. Dr. Osman GULSEN

Biyoloji Anabilim Dah

Yiiksek Lisans Tezi

Bu calisma, Erciyes iiniversitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
FBY-09-1106 kodlu proje ile desteklenmistir.

Temmuz 2010
KAYSERI



Yrd, Dog. Dr. Mikail AKBULUT ve Dog. Dr. Osman GULSEN damgmanlifinda
Hamid CEYLAN tarafindan hazirflanan “Tiirkiye Orijinli Baz: Bugday Cesitlerinde
Peroksidaz Gen Polimorfizminin Belirlenmesi”™ adh bu cahyma, jiirimiz tarafindan
Erciyes Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisi Biyoloji Anabilim Dalinda Yiiksek Lisans

tezi olarak kabul edilmistir.

26/07/2010

JURI:

Baskan : Dog. Dr. Abdurrahman AYVAZ.
Uye - Yrd. Dog. Dr. Mikail AKBULUT Y Y\ W

Uye :Yrd. Dog. Dr. Fatma OZTURK
ONAY:

Bu  tezin kabulih, Enstiti Ydnetm Kurulunpq ﬂl&?ﬁwﬂ tarth ve
i¥
2.010/ 15-18 sayili karan ile onaylanmigtir. ‘_*.

Enstitd Mddie



i

TESEKKUR

Tez calismamin her asamasinda rehberlik ve yardimlarini esirgemeyen danigman
hocalarim Yrd. Dog. Dr. Mikail AKBULUT ve Dog. Dr. Osman GULSEN’e tesekkiir

ederim.

Yaptig1 bircok yardim ve degerli tavsiyelerinden dolayr bolim hocalarimdan Dog. Dr.
Abdurrahman AYVAZ’a ve Gida Miihensiligi’nden Dog¢. Dr. Mahmut Dogan’a

tesekkiirii bir borg bilirim.

Laboratuar calismalarimda yardim ve desteklerini esirgemeyen, her zaman yanimda
olan arkadaglarim Ahmet CEYLAN, Erman ASIK, Mehmet TASKIRAN, Ugur
AZIZOGLU, Fatih TASCI, Semih YILMAZ, Seval EKMEKCI, Sunay TEKIN, Derya
SARIBEK, Ozlem ALTAY, Ozge TUNCBILEK, Vedat BASTURK, Mehmet Yavuz
PAKSOY, Handan KILICOGLU, Gokhan HINISLI, Muhammer KARABACAK, Omer
GURBUZ, Ahmet E. Yetiman, Omer Fikret GURKAN, Niyazi Serdar ARSLAN,
Abdulkadir TASDEMIR, ve Volkan SARIKAY A’ya tesekkiir ederim.

Hayatimin her asamasinda oldugu gibi yiiksek lisans egitimim siiresince de maddi ve
manevi desteklerini esirgemeyen anneme, babama ve kardeslerime sonsuz tesekkiir

ederim.



i1

TURKIYE ORiJiNLi BAZI BUGDAY CESITLERINDE PEROKSIDAZ GEN
POLIMORFIiZMININ BELIRLENMESI

Hamid CEYLAN

Erciyes Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii
Yiiksek Lisans Tezi, Temmuz 2010
Tez Damismanlari: Yrd. Do¢. Dr. Mikail AKBULUT
Do¢. Dr. Osman GULSEN

OZET

Bu calismada bugdaylarda peroksidaz gen polimorfizmini belirlemek i¢in degisik ploidi
seviyelerinden 59 bugday cesidi (diploid, tetraploid, hekzaploid) kullanilmistir. Celtik
genomundaki peroksidaz genlerinin sekansina gore dizayn edilen 14 farkli POX primeri
kullanilarak polimeraz zincir reaksiyonu yapilmistir. Agaroz jel elektroforezi sonrasi
elde edilen bantlar skorlanmis ve analiz edilmistir. Bugday cesitleri arasinda % 74

oraninda polimorfizm belirlenmistir.

Bugday genotipleri (59 genotip) arasindaki genetik mesafe ortalama 0.82 olarak
bulunmustur. POX9, POX11, POX13 ve POX14 primerleri, tetraploid ve hekzaploid
bugdaylar1 birbirinden ayirmistir. Ayrica POGP primerleri ile yapilan ¢alismalar yerel

cesitler ile 1slah hatlarin1 da ayirmistir

Peroksidaz gen polimorfizm (POGP) markirlarinin, bugdaylarda daha 6nce baska
markir sistemleri ile yapilan polimorfizm ¢aligmalart ile karsilagtirildiginda daha

avantajli oldugu tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Triticum, peroksidaz, polimorfizm, POGP
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ABSTRACT

In this study, 59 wheat genotypes from different ploidy levels (diploid, tetraploid,
hexaploid), including breeding lines, landraces and wild relatives were used to detect
peroxidase gene polymorphism. PCR amplification of peroxidase gene sequences were
carried out by using 14 different primers designed from rice peroxidase gene sequences.
After electrophoresis, DNA bands were scored and analyzed. The level of

polymorphism was found to be 74% among the wheat genotypes studied.

Mean genetic distance was found to be 0.82 among the 59 genotypes. POX9, POX11,
POX13 and POX14 primers separated the tetraploid and hexaploid wheat genotypes
from each other. Landraces and breeding lines were also separated by peroxidase gene

specific primers

Considering the other nuclear marker systems, peroxidase gene polymorphism (POGP)
markers were found to be more advantageous to detect the level of polymorphism

among wheat genotypes.

Keywords: Triticum, peroxidase, polymorphism, POGP.



KISALTMA ve SIMGELER

AFLP :Amplified Fragment Length Polymorphism (Cogaltilmis Fragment Uzunluk

Polimorfizmi)
BSA : Bovine serum albumin
CTAB  : Setil 3-Metil Amonyum Bromid
DNA : Deoksiriboniikleik asit
dH20  : Distile su
dNTP : Deoksiribontikleik asit trifosfat
EDTA : Etilen diamin tetra asetikasit

gDNA  : Genomik DNA

HCI : Hidrojen klortir
ISSR : Internal Simple Sequence Repeats (Basit Dizi Tekrarlar1 Arasi )
M : Molar

MgCI2 : Magnezyum kloriir
mM : Milimolar
NaClI : Sodyum kloriir

PAGE : Poli Akrilamir Jel Elektrforezi (Polyacrylamide Gel Electrophoresis )

PCR : Polymerase Chain Reaction (Polimeraz Zincir Reaksiyonu)
Pmol : pikomol
POX : Peroksidaz

POGP  : Peroksidaz gen polimorfizmi



RAPD

RFLP

SCAR

SDS

SSR

TAE

TE

Tris

vi

: Random Amplified Polymorphic DNA (Rastgele Cogaltilmig Polimorfizm
DNA)

: Restriction Fragment Length Polymorphism (Kesilen Par¢a Uzunluk

Polimorfizmi)

: Sequence Characterized Amplified Region (Dizisi Karakterize Edildikten
Sonra Cogaltilmis Bolge)

: Sodyum dodesil siilfat

: Simple Sequence Repeats (Basit Dizi Tekrarlart)
: Tris asetik asit - EDTA

: Tris — EDTA

: Trisodyum tuzu

s Volt

UPGMA :Unweighted pair group method using arithmetic averages (aritmetik

ul

ortalamay1 kullanan agirliksiz ¢ift grup metodu)

: Mikrolitre
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1. BOLUM
GIRIS

Bitkilerin ekonomiye katkis1 en belirgin sekilde tarimda goriilmektedir. Tarim alaninda
ilerlemis iilkeler i¢in, tarim iriinleri hem temel bir gelir kaynagi hem de politik bir gii¢
haline gelmistir [1]. Vavilov’a gore diinya {lizerinde uzun zamandir tarim yapilan ve gen
merkezi niteliginde olan sekiz bolge bulunmaktadir. Tiirkiye bu merkezlerden ikisinin
(Yakin Dogu ve Akdeniz) kesistigi bir konumda yer almakta ve bugday, arpa, ¢avdar ve
yulaf gibi temel tahillarin yeryiiziine dagildigi ya da cesitlendigi gen merkezi olarak
bilinmektedir. Bitki biyocesitliligi ve genetik kaynaklar1 bakimindan Tiirkiye,
diinyadaki en zengin iilkelerden biridir. Tiirkiye’de bulunan bitki tiirii sayis1 11.014

civarinda olup, bunlarin 3.708’si endemiktir [2].

Diinya niifusunun bugiinkii beslenme diizeyine gelmesinde bitkisel kaynaklar biiyiik
katki saglamistir. Bunun yam sira bitkiler giyecek, ila¢ ve kozmetik gibi bir¢cok sanayi
dalinin da hammaddesini olusturmaktadir. Artan niifusun besin ihtiyaci, tarimin hizla
gelismesinde itici bir giic olmustur. Insanligin temel besin ihtiyacinin biiyiik bir kismin
kargilamasi, bugdaylarin 6nemini giderek artirmis ve bu bitkileri 1slah programlarinin
merkezine yerlestirmistir. Bugday insan beslenmesi i¢in gerekli olan kalori ve proteinin
onemli bir kisminm1 karsilamakta olup, diinya niifusunun % 35’ini olusturan yaklasik 40
iilkenin temel gida maddesidir. insanoglunun degismekte olan tiiketim aliskanliklar1 ve
gelisen teknolojiye bagl olarak, bugday triinleri de ¢esitlenmistir. Bugdayin en yaygin
tilketim sekilleri un, ekmek, makarna, irmik, biskiivi, bulgur ve eristedir. Diinyada ve
Tiirkiye’de bu iirlinlerin disinda geleneksel iirlinler, tatlilar, nisasta vb. amagla da

tiikketimi yapilmaktadir [3].

Coklu molekiiler formlara ve genis bir hiicre alti dagilimima sahip olan peroksidaz
genleri bitkilerde biiyiik oranda bulunur. Bitkilerde bulunan peroksidazlar bir multigen
ailesinin iiyesi olup bitkilerde patojen enfeksiyonu, bdcek toleransi, tuz toleransi,

oksijen indirgeme, hiicre duvar lignifikasyonu ve bitki senesensi gibi birgok strese bagli



etkilesimlerde onemli rol oynarlar [4]. Peroksidaz, elverigsiz dig faktorler altinda
tiretilen zararli oksijen radikallerinin seviyesini diizenleyen, siiperoksit dismutaz (SOD)

ve katalazi da igeren bitki hiicresinin koruyucu enzim kompleksinin bir pargasidir [5].

Bitkisel peroksidaz yapraklarda, yaralanan gdvdelerde, kotiledon yapraklarda, g¢icek
saplarinda bulunmus ve bu doku hiicrelerinde niikleus, mitokondri, ribozom, hiicre
duvart ve hiicre membranlarinda, ayrica ekstraseliiler bolgelerde de yer aldigi

gbzlemlenmistir [6 - 10].

Genetik ¢esitlilik bir tiiriin hayatta kalabilmesi veya yasadigi ortama adapte
olabilmesinde biiylik 6nem tasir. Bu yilizden biiyiik oranda sahip olan tiirler hayatta
kalma miicadelesinde daha avantajlidir. Alternatif gen kaynaklarma sahip olmayan
tiirler ise biiyiik risk altindadirlar. Ozellikle genetik cesitliligin az oldugu bitkiler yaygin
hastaliklara karst asir1  derecede hassastirlar [11]. Bitki genetik ¢esitliliginin
tanimlanmasinda morfolojik, biyokimyasal ve DNA markirlart yogun olarak
kullanilmaktadir.  Morfolojik  markirlar  ¢evre  kosullarimin  etkisi  altinda
kalabildiklerinden ve kisithh olmalarindan dolayr karakterizasyon c¢aligmalarinda
kullanim1 siirlidir. Aynmi sekilde biyokimyasal markirlarin da polimorfizm seviyesinin
diisiik olmasi, bu markirlarin  kullanimini  da  smirlandirmaktadir.  Bitki  gen
kaynaklarinin karakterizasyonunda DNA markir sisteminin se¢imi; arastirmanin
amacina, populasyonun yapisina, calisilan bitki tiiriin ¢esitliligine, markir sisteminin
calisilacak laboratuarda bulunma durumuna, analiz i¢in gerekli zamana ve maliyete
bagli olarak degisir. Her bir markir sistemi avantaj ve dezavantajlara sahiptir [12].
Peroksidazlar diisiik maliyetli olduklari1 ve yiiksek derecede polimorfizm
gosterdiklerinden dolayr bitkiler aleminde yaygin bir markir olarak kullanilabilirler
[13]. Peroksidaz gen polimorfizm (POGP) markirlarinin farkliligi, maruz kalinan stres
faktorlerini yansitabilecegi i¢in farkli cografik bolgelerde bulunan bitki genotipleri
arasindaki akrabaligr tanimlamada, biyotik ve abiyotik stres varliginda olusan gen

ifadesi ¢caligmalarinda da kullanilabilirler [4].

Cogu bitki tiiriinde cesitler arasindaki genetik varyasyonu ortaya cikarmakta hangi
molekiiler DNA tekniginin en uygun oldugunu belirlemek amaciyla RFLP, AFLP,
RAPD, SSR ve ISSR DNA markir teknikleri karsilastirilmis ve polimorfizm
bakimindan SSR ve AFLP teknikleri, maliyet bakimindan RAPD ve ISSR teknikleri,



tekrarlanabilirlik bakimindan RFLP, SSR, ISSR ve AFLP DNA tekniklerinin avantajl
olduklar1 belirlenmistir [12].

Bu tez ¢alismasi, DNA markir tekniklerinden biri olan PZR (PCR - Polimerase Chain
Reaction) yontemini kullanarak, spesifik primerlerle yurdumuzda genis 6l¢ekte tarimi
yapilan Tiirkiye orijinli bugday (7riticum) c¢esitlerindeki peroksidaz genlerinde
bulundugu diisiiniilen genetik ¢esitlenmeye molekiiler diizeyde aciklik getirmek igin
planlanmistir. Uzerinde calisilacak olan Tiirkiye orijinli bugday cesitlerine (diploid,
tetraploid, hekzaploid) ait tohumlar Tiirkiye Cumhuriyeti Tarim Bakanligi Tarla

Bitkileri Merkez Arastirma Enstitlisiinden temin edilmistir.



2. BOLUM
GENEL BIiLGILER

2.1. Bugday
2.1.1. Bugday Hakkinda Genel Bilgi

Bugday, diinyada tarimi yapilan en 6nemli ii¢ tahildan birisidir. Misir ve piringle
birlikte kiiresel protein ve kalori ihtiyacinin yarisindan fazlasini karsilamaktadir.
Gliniimiizde elli binden fazla g¢esidi bulunan bugdaym en oOnemli ii¢ tiirli; ekmek
yapiminda kullanilan ve yaygin bugday olarak adlandirilan Triticum aestivum,
makarnalik bugday olarak adlandirilan 7. durum ve ¢esitli hamur isleri i¢in kullanilan 7.
compactum’dur. Bugday, kullanim alanlarinin yani sira biyoyakit, bira iiretimi i¢in

fermantasyonda ve votka yapiminda da etkin bir sekilde kullanilmaktadir [14, 15].

Insan beslenmesi igin gerekli olan kalori ve proteinin kayda deger bir kismim
karsilamakta olan bugday, diinya niifusunun % 35’ini olusturan yaklasik 40 {lkenin
temel gida maddesidir. Degisen tiiketim aliskanliklar ve ilerleyen teknoloji ile birlikte,
bugday irilinleri ¢esitlenmis ve tiiketici istekleri de degismistir. Bugday en fazla un,
ekmek, makarna, irmik, biskiivi, bulgur ve eriste seklinde tiiketilmektedir. Bu formlarin
yant sira bugdaym geleneksel iirilinler, tatlilar, nisasta vb. amagla da tiiketimi

yapilmaktadir [3].
2.1.2. Bugdayin Orijini ve Evrimi

Bugday ve arpa bilinen ilk 1slah edilmis tahillardir. Bugdayin yetistiriciligi hakkinda ilk
arkeolojik kanitlar Toroslar’in giineyinden baslayarak Orta Dogu’nun biiyiik bir kismini
kapsayan Levant adi verilen bolgeden ve Tiirkiye’den gelmektedir. Ulkemizde ve
Diinyada bu denli biiyiik 6neme sahip olan bugdayin orijini olarak Verimli Hilal (Fertile
Crescent) olarak adlandirilan bolge (Sekil 2.1.) gosterilmektedir [16]. Fakat giiniimiizde



bugday, Arktik Bolgenin kuzeyinden ekvatoral bolgenin gilineyine kadar uzanan genis

bir bolgede tarimi yapilabilen bir konuma gelmistir.

Bugdaymn 1slah1 10000 yil Oncesine dayanmaktadir. Bugdayn ilk kiiltiir formlar
Tiirkiye’nin glineydogusunda bulunan Karacadag (Diyarbakir)’dan orijinlenen diploid
ve tetraploid bugdaylardir [17]. Kiiltire almman c¢esitler, cift¢iler tarafindan yabani

popiilasyonlardan se¢ilen yiiksek verim ve diger birgok 6zellige sahip yerel ¢esitlerden

olusmustur.

Sekil 2.1.  Verimli Hilal (Fertile Crescent) olarak adlandirilan bolge ve Karacadag

[18].
Diploid ve tetraploid bugdaylar dogal populasyonlarin islahi ile elde edilebilirken
modern bugday olarak adlandirilan ekmeklik (hekzaploid) bugdaylar sadece
kiiltivasyonla elde edilmistir [19]. Hekzaploid bugdaylar, yabani diploid ve tetraploid
bugdaylarin spontan hibridizaysonu sonucu meydana gelmistir. Modern bugdayin

evrimi Sekil 2.2°de gosterilmistir.

Sekil 2.2°de gosterildigi gibi modern bugdaylar A,B ve D olmak tizere 3 farkli genomun
hibridizasyonu sonucu (AABBDD) meydana gelmistir. Hekzaploid ve tetraploid
bugdaylarin A genomlariin yabani diploid bugdaylarla iliskili oldugu agiktir. Ayni



sekilde D genomunun ise diploid Triticum tauschii’den geldigi saptanmistir. Tetraploid
ve hezaploidlerde bulunan B genomunun ise muhtemelen Aegilops’un Sitosis

altsubesinde bulunan S genomundan kaynakladig: diistiniilmektedir.

T. urafu (AA) Ae. spefoides (BR)

{
L
;
|

T. tausehii (DD)
3 Y
7. spefa (AABBDD)
T. aestivum
(AABBDD)

Sekil 2.2.  Hekzaploid bugdaylarin evrimi ile tetraploid ve diploid bugdaylarla olan genetik
iliskisi [20].

Tetraploid bugdaylar hekzaploid bugdaylardan yaklasik 500 bin yi1l 6nce meydana
gelmistir. Bu yiizden tetraploid bugdaylarin genomu 6nemli 6l¢iide farklilik gosterir ve

tetraploidlerdeki B genomunun diploid dondriiniin belirlenmesi D genomuna oranla

daha zordur [21].



Sekil 2.3.  Bugdaym evrimi sonucu degisen sekil ve boyut farkliliklar1. (Ust. modern
varyeteler. Alt. atasal bugday ¢esitleri) [22].

Bugdayin ilk orijininden diinyaya yayilmasi farkli yollarla farkli zamanlarda
gerceklesmistir. Avrupa’ya yayilmast 8000 yil once Anadolu iizerinden Yunanistan’a
ulasmasi ile baslamis, 3000 yi1l 6nce iran iizerinden Asya kitasina, 5000 yi1l 6nce de

Italya, Fransa ve Ispanya iizerinden Iskandinav iilkelerine de ulasmistir [23].
2.1.3. Bugday Genetigi

Bugdayin genetik yapist diger islah hatlarina gore daha karmasiktir. Bazi tiirler iki
kromozom takimina sahipken (2n, diploid) bazilar1 dort (4n, tetraploid) bazilari ise alt1
(6n, hekzaploid) takim kromozom tasirlar [24]. Poliploidi, angiospermler arasinda
olduk¢a yaygindir [25]. Bu poliploidi diizeyleri bitkilere orijinal fonksiyonlarini

tutmanin yani sira yeni fonksiyonlar da kazandirabilir [26].

Diploidlerin disindaki bugday tiirleri sahip olduklar1 kromozom takimlarmi farkl
cinslerden aldiklar1 i¢in allopoliploidtir. Yapilan son c¢alismalar allopoliploidinin
bugdaylarin evriminde rastgele kodlanan veya kodlanmayan DNA dizilerinin yok

edilmesi, kodlanan veya kodlanmayan DNA dizilerinin metilasyonu ve susturulmasi,



bitisik genlerin ve retroelementlerin ifadesinin aktive edilmesi gibi bir¢ok onemli rol

oynadigini gostermistir [27].
2.1.4. Bugdaymn Taksonomisi
Alem Plantae — Bitkiler
Alt Alem  Tracheobionta — Damarl Bitkiler
Ust Sube  Spermatophyta — Tohumlu Bitkiler
Sube Magnoliophyta — Cicekli Bitkiler
Simif Liliopsida — Monokotiller
Alt Simif  Commelinidae
Takim Poales
Familya Poaceae — Otsular
Cins Triticum L. — Bugday
Tiir Triticum durum Desf.
Triticum turgidum L.
Triticum aestivum L.
Triticum spelta L.
Triticum baeoticum Boiss.

Triticum monococcum L. [28]



2.1.5. Poaceae Familyasimin Genel Ozellikleri

Kozmopolit olan familya, yaklasik olarak 650 cins ve 9000 kadar tiir icermektedir.
Ulkemizde 142 kadar cins ve 512 kadar tiirii bulunmaktadir. Genellikle tek veya ¢ok
yillik otsular, nadiren ¢alilar ve agaclardan (Bamboos: Altfamilya Bambusodieae)
olusan bir familyadir. Kok yapis fibrilli, rizom veya yoktur. Govde dik, yatik, yiikselici
veya siiriiniicli tiptedir. Govdenin i¢i bos olup sadece nodyumlarda doludur. Yapraklar
govde lizerinde iki sirali, her nodyumda tek, kin1 gévdeyi sarici, ligulali ve genellikle
paralel damarli ve cogunlukla seritsidir. Cicekler erdisi, bazen tek eseyli spikula adi
verilen 0Ozel yapilarda toplanmistir. Spikulalar spika, rasemus veya panikula
durumlarindadir. Her bir spikula eksenin dibinde brakteye karsilik gelen 2 gluma
mevcuttur (alt ve iist gluma). Spikula ekseninde bulunan c¢icekler glumella adi1 verilen
iki brakteoliin koltugundan ¢ikarlar. Stamenler genellikle 3, nadiren ¢ok sayidadir (1-6).
Ovaryum iist durumlu, 3 karpelli, 1 oviillidiir. Stigma 2 ve tiyliidiir. Meyva nisasta

bakimindan zengin bir karyopsis, nadiren findiks1 ve bakkadir.

Birgok tiirii tahil bitkisi olarak biiylik bir 6neme sahiptir. Bunun yamn sira seker ve yag
iceren tiirleri de mevcuttur. Ayrica cayir ve meralarin 6énemli bitkileri de bu familyaya

aittir [29].
2.1.6. Bugdaym Genel Ozellikleri

Tek yillik otsu bitkidir. Cigek durumu yogun bir spika halindedir. Spikulalar her
nodyumda tek ve 2-6 (9) cicekli, listteki 7 veya 2 ¢igek genellikle verimsizdir. Glumalar
trunkattir. Yaprak yiizeyi dizdiir. Lemma derimsi, palea zars1 ve 2 gagalidir. Bir¢cok

kiiltiir varyetesi bulunmaktadir [30].
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Sekil 2.4. Bugdaydan genel goriiniis [31, 32].

Misir ve piringle diinyada en fazla tarimi yapilan bugday ekonomik yoniiniin yan1 sira
besinsel yoniiyle de biiyiik 6nem tagimaktadir. Bugdayda mevcut protein miktar: tiir,
cesit, cevre kosullar1 (iklim, toprak, hastalik ve zararlilar) ve iiretim kosullarina

(glibreleme, sulama) bagli olarak %6-22 oraninda artabilir [33].
2.1.7. Diinyada ve Tiirkiye’de Bugdaym Onemi

Hizla artan diinya ve ililkemiz niifusunun beslenme sorunlarinin ¢6ziimiinde, sinirli olan
tarim alanlarindaki bitkisel besin kaynagi iiretiminin maksimum verimlilikte elde
edilmesi biiyiik 6nem tasimaktadir. insan besin kaynaklar1 arasinda en 6n sirada gelen
tarla bitkilerinden birisi sliphesiz ki bugdaydir. Bugdaydan elde edilen un, bulgur,
makarna ve nigasta insan beslenmesinde 6nemli bir yer tutmaktadir. Bugdayin sap kismi
ise kagit - karton sanayisinin ham maddesi olarak ve besicilikte hayvan gidasi olarak
kullanilmaktadir. Ulkemizde yillik bugday ekim alam yaklasik olarak 10 milyon
hektardir ve bu alanlardan elde edilen ortalama {iriin miktar1 yi1llik yagisa baglh olarak

yaklasik 20 milyon ton civarlarindadir [34].

Diinyanin ve Tiirkiye’nin neredeyse her bdliimiinde iiretimi yapilabilen bugdayin,
ilgilendirdigi tiretici ve tiiketici kitlesinin genisliginden dolayr olduk¢a onemli bir
konumu vardir. Uretim agisindan yaklasik olarak 4 milyon isletmeyi diger bir ifade ile
15 milyon calisani, tiikketim agisindan ise diinya niifusunun yaklasik olarak % 35’ini

ilgilendirmektedir. Bu gibi nedenlerden dolay:r diinyadaki bugday iiretim ve verim
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arttirma teknolojisindeki caligmalar yakindan takip edilmekte ve yurdumuza adapte
edilmeye c¢alisilmaktadir. Bununla birlikte, Tiirkiye’de fazla cesit bulunmasina ragmen
bugdayda wuygun c¢esit standardi belirlenememis, verim ve kalite sorunlari
¢oziimlenememistir. Uretimin ¢ok genis alana yayilmis olmasi, kuru ve marjinal
alanlarda tiretim yapilmasi birim alandan elde edilen iiretim miktarini diisiiren sebepler

arasinda gosterilmektedir [3].
2.1.8. Diinyada ve Tiirkiye’de Bugday Uretim ve Tiiketimi

Gilinlimiizde iretilen bugday miktarimin %95 gibi biiylik bir kismini hekzaploid
ekmeklik bugdaylar olusturmaktadir. Geri kalan %S5’lik kismin biiyiik bolimiini de
makarnalik veya pastalik bugday olarak bilinen tetraploid bugdaylar olusturmaktadir.
Tetraploid bugdaylar hekzaploid bugdaylara goére kuru Akdeniz iklimine daha iyi
adaptasyon gostermektedirler. Cok kiigiik bir kismi olusturan kizil bugday (7riticum
monococcum), emmer (Triticum dicoccum) ve spelt (Triticum spelta) gesitleri Tiirkiye,
Ispanya ve Balkanlar gibi bazi bolgelerde &zel kullamm amaglarn igin

yetistirilmektedirler.

Besin kaynagi olarak tahillarin sahip oldugu Onem tartismasizdir. 2009 yilinda
gerceklesen tahil iiretim miktarlar1 Tablo 2.1°de gosterilmistir. Misir hububatlar
arasinda en yiiksek iiretim oranina sahiptir. Misirdan sonra en fazla tarimi yapilan tahil

ise bugdaydir.
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Tablo 2.1. Diinya Hububat Uretim Miktarlar1 [35].

Ulke Bugday Arpa | Misir
Milyon ton

AB Ulkeleri (27 Ulke) 136,0 59,4 57,8
Cin 110,0 3,0 160,0
Hindistan 77,6 1,5 18,5
ABD 56,0 4,8 302,0
Rusya 57,0 17,0 -
Kanada 24,5 10,0 10,5
Avustralya 22,5 7,5 0,4
Tiirkiye 18,0 6,7 3.8
Ukrayna 18,0 9,8 8,0
Arjantin 10,0 1,6 18,0
Kazakistan 14,5 2,0 -
Diinya (Toplam) 652,3 142,8 767,8

Gida ve Tarim Orgiitii (FAO: Food and Agriculture Organization) verilerine gore, 2008-
2009 donemlerinde gerceklesen diinya bugday iretim degerleri Tablo 2.2.°de

gosterilmistir.
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Tablo 2.2. Diinya Bugday Uretim Miktarlar1 [24].

Ulke 2008 2009 2008-2009
Y%fark
Milyon ton

AB Ulkeleri (27 Ulke)  150.0 138.6 -8

Cin 112.5 111.0 -1
Hindistan 78.4 77.6 -1

ABD 68.0 55.1 -19

Rusya 63.8 55.0 -14

Kanada 28.6 25.9 -9

Pakistan 21.8 23.8 9

Ukrayna 259 19.1 -26
Avustralya 21.4 22.0 3

Tiirkiye 17.8 20.0 12
Kazakistan 12.5 14.0 12

fran 9.8 13.5 38

Arjantin 8.3 9.6 16

Misir 8.0 7.8 -2

Suriye 2.1 4.0 92

Diger Ulkeler 55.8 58.8 5

Diinya (Toplam) 684.6 655.8 -4

FAO verilerine gore diinyada toplam bugday iiretim miktar1 % 4 oraninda azalma

gostermesine karsin tiikketim orani % 1.6 oraninda artis gostermistir.
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Tablo 2.3. Diinyada ve Tiirkiye’de Yillara Gore Bugday Tiiketim Miktarlar1 [36].

2005/06 | 2006/07 | 2007/08 | 2008/09 2009710 2009710
Mayis Haziran
Bin Ton
Cezayir 7,750 7,850 8,050 8,150 8,250 8,250
Brezilya 10,450 10,300 10,300 10,700 10,900 10,900
Kanada 8,242 8,986 6,373 9,190 8,800 8,800
Cin 101,500 102,000 | 106,000 | 102,500 | 101,000 101,000
Misir 14,800 15,450 15,950 16,550 16,550 16,850
AB 127,525 125,500 | 116,536 | 127,500 | 127,500 127,500
Hindistan 69,980 73,365 76,345 70,300 72,500 72,500
fran 14,800 15,300 15,500 15,600 15,900 15,900
Kazakistan 7,400 7,500 7,500 7,500 7,500 7,500
Fas 6,800 7,150 7,300 7,200 7,300 7,300
Pakistan 20,900 21,900 22,400 22,800 23,300 23,300
Rusya 38,400 36,400 37,700 38,700 40,500 40,000
Tiirkiye 16,100 16,650 16,800 16,900 17,000 17,000
Ukrayna 12,500 11,700 12,900 13,800 13,400 12,800
Ozbekistan 6,118 6,500 6,800 7,050 7,000 7,100
Diger Ulkeler 122,341 120,703 | 117,824 | 123,899 | 125,609 125,784
Ara Toplam 591,240 | 584,363 | 588,139 | 599,706 | 608,127 607,707
ABD 31,320 30,940 28,574 34,046 34,646 34,102
Genel Toplam 622,560 | 615,303 | 616,713 | 633,752 | 642,773 641,809
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2.2. Peroksidazlar

Hayvan, bitki ve mikroorganizma dokularindaki enzimlerin bir sinifi olan peroksidazlar,
peroksit (H,O;) veya oksijen (O;) ’in varliginda bilesikleri oksitleyebilen proteinlerdir
[37]. Peroksidaz H,O,’yi kullanarak fenoller ve hidrokinonlar gibi ¢ok sayida aromatik
bilesenlerin dehidrojenasyonunu katalizleyen [6], hem yapisina sahip proteinlerdir [7,
9]. hem grubundaki Fe (demir) katalitik aktiviteden sorumludur. Coklu molekiiler
formlara ve genis bir hiicre alt1 dagilimina sahip olan peroksidaz genleri, bitkilerde ¢cok
sayida bulunur. Peroksidazlarin yiiksek sicakliktaki stabilligi ve aktivitelerinin basit
kromojenik reaksiyonlarla kolayca oOlgiilmesinden dolayi, protein yapisi, enzim
reaksiyonlart ve enzim fonksiyonu c¢alismalarinda model bir enzim olarak

kullanilmaktadir [37].

Peroksidazlar yapisal ve katalitik 6zellikleri temel alindiginda 3 sinifa ayrilirlar [38].
Smif 1 peroksidaz ailesi hayvanlarda glutatyonperoksidaz, miyeloperoksidaz,
eozinofilperoksidaz, laktoperoksidaz ve prostoglandinperoksidaz sentazin bazi kisimlari
gibi enzimleri igerir. Glutatyonperoksidaz, hayvan peroksidazlar1 arasinda
gosterilmesine ragmen aktivitesi bitkilerde de saptanmistir [39]. Smif II peroksidaz
ailesi, hayvan, bitki, bakteri, mantar ve mayalardaki katalazlardan meydana gelir. Sinif
IIT peroksidaz ailesi, bitki, mantar, bakteri ve mayalardaki peroksidazlardan meydana

gelir [40].
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Tablo 2.4. Peroksidazlarin Siniflandirilmasi [38].

Ust stmf Simf Uye (EC Numarasi) Orijin Molekiiler Agirhk
(kDa)
Hayvan peroksidazlari Eozinofilperoksidaz (EC 1.11.1.7)  Hayvan 50-75
Laktoperoksidaz (EC 1.11.1.7) Hayvan 78-85
Miyeloperoksidaz (EC 1.11.1.7) Hayvan 79-150
Troidperoksidaz (EC 1.11.1.7) Hayvan 90-110
Glutatyonperoksidaz (EC 1.11.1.9)  Hayvan ve Bitki 6-22 ve 75-112
Prostaglandin endoperoksit sentaz
(EC 1.14.99.1) Hayvan 115-140
Katalaz Katalaz (EC 1.11.1.6) Hayvan, bitki, mantar
ve maya 140-530
Bitki Peroksidazlari I sitokrom ¢ peroksidaz (EC 1.11.1.5) Maya ve bakteri 32-63
Katalaz peroksidaz (EC 1.11.1.6) Bakteri ve mantar 150-240
Askorbat peroksidaz (EC 1.11.1.6) Bitki 30-58
I Manganez bagimli peroksidaz
(EC1.11.1.13) Mantar 43-49
Ligninaz (EC 1.11.1.14) Mantar 40-43
111 Peroksidaz (EC 1.11.17, POX) Bitki 28-60

Bitki peroksidazlar1 genis bir multigen ailesi tarafindan kodlanirlar. Bitki peroksidazlari
lignifikasyon [41], suberizasyon [42], oksin metabolizmasi [43], hiicre duvar
proteinlerinin baglanmasi [44], patojen ataklarina kars1 koruma [45], tuz tolerans1 [46],

senesens [47], ¢imlenme [48] ve oksidatif stres [37] gibi bir¢ok fizyolojik olaylarda ¢ok

Oonemli gorevler iistlenirler.

Primer yapilarindaki farkliliklardan dolay1 bitki peroksidazlar1 kendi iglerinde 3 farkl
siifa ayrilirlar [49]. Sif [ bitki peroksidazlari, intraseliiler peroksidazlari icerir [50].
Smif II bitki peroksidazlar1 ekstraseliiler peroksidazlari igerir. Simif III bitki

peroksidazlart hem intraseliiler hem ekstraseliiler peroksidazlari igerir.

Peroksidazlar, distal ve proksimal hem baglama domaini ve fonksiyonu tam olarak

belirlenememis bir merkezi domain olmak {izere ii¢ tane yiiksek derecede korunmus

bolge icerirler [37].
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Hd Hp
S I =
c1 C2C3 Cacs Co c7 ca

I = | | |

Sekil 2.5. Bayirturpu (Horseradish) peroksidaz izoenzim C’ nin yapisi (HRPC). SP. N-
terminal sinyal peptidi, CE. C-terminal uzantisi, I. distal hem-baglama domaini, II.
merkezi korunmus bolge, III. proksimal hem-baglama domaini, Hd. distal histidin,
Hp. proximal histidin, C1” den C8’ e. sekiz sistein kalintist [51, 52].

2.3. Molekiiler Sistematik

Uzun yillar boyunca arastirmacilar diinyadaki biyolojik ¢esitliligi anlamak ve
degerlendirmek i¢in biiyiikk bir ¢aba gostermislerdir. 17. yy’da Linnaeus tarafindan
yapilan hiyerarsik tabanli sistem, bu biyolojik cesitliligi simiflandirmada ve
tanimlamada temel olusturmustur. Linnaeus’tan sonraki arastiricilar ise filogenetik
akrabaliklarin 6nemini O0n plana ¢ikarmig ve boylece molekiiler sistematik diye
adlandirilan yontem sistematikte yer almaya baslamistir [53]. 1960’larda molekiiler
sistematigin temelini olusturan genetik materyalin yani DNA’nin kesfi ile bu alandaki
calismalar daha da hizlanmigtir. Molekiiler sistematik alanindaki ilerlemeyle elde edilen
sonuglar, morfoloji temelli sistematik yaklasimini tamamen devre dig1 birakmasa da,
filogenetik calismalarda molekiiler diizeyde bir yaklasimin daha giiclii sonuglar elde

edecegini ortaya koymustur [54].
2.3.1. Molekiiler Sistematikte Kullanilan Markirlar
2.3.1.1. Morfolojik Markirlar

Morfolojik markirlar ge¢miste ve giiniimiizde yaygin olarak kullanilan markirlardir.
Ancak sayilarinin az olmasi, cevresel faktorlerden etkilenmeleri gibi dezavantajlara
sahiptirler. Bunlarin yani sira morfolojik markirlar genellikle dominant 6zelliktedirler.
Bu yilizden morfolojik markirlarla dominant (AA veya Aa) ve resesif (aa) fenotipler
belirlenebilir. Bu ylizden heterozigot (Aa) fenotipler dominant fenotiplerden ayirt

edilemezler. Bu markirlarin avataji ise analizlerinin kolay olmasidir [55].
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2.3.1.2. Biyokimyasal Markirlar

Proteinlerin elektroforetik olarak ayrilmasina ve bu proteinlerin substratlart ile
enzimatik boyanmasini temel alan yontemdir [56]. Bu markirlar depo ve enzim
proteinleri olmak iizere iki ana gruba ayrilirlar. Depo proteinleri bir jelde hareket
ettirilip belirli boyalarla boyandiklarinda farkli genotiplerde ortaya ¢ikan farkli bantlar
genetik markir olarak kullanilabilir. Analizlerinin cabuk, tekrarlanabilir ve gilivenilir

olmasi1 bu markirlarin en 6nemli avantajidir [55].

Enzim markirlar1 izoenzimler ve allozimler olmak iizere kendi ic¢inde iki ana gruba
ayrilirlar. Belli bir enzimin katalitik aktivitesi ayni, fakat elektriksel alanda gogii, doku
dagilimi, inhibitdr ve aktivatorlere yanitlar1 farkli olan formlarma o enzimin
izoenzimleri denir. Izoenzimler, amino asit dizinleri farkli proteinler oldugu halde ayni
tepkimeyi katalize eden enzimlerdir; farkli dokularda veya farkli intraselliiler
kompartmanlarda farkli rollere sahiptirler. Eger bir reaksiyon hiicrenin hem sitozoliinde
hem mitokondrisinde oluyorsa, genellikle farkli izoenzimler tarafindan katalize edilir
[57]. Alloenzimler ise ayn1 lokustaki farkli alleler tarafindan kodlanan bir enzimin farkl

molekuler formlardir [58].

izozimlerin metabolizmada iistlendikleri rollerin iyi bilinmesi, kullanilan ydntemlerin
ucuz ve hizli olmasi, izoenzim markirlarini avantajli hale getirmektedir. Ancak az
sayida lokus olmasi, bazi izoenzimlerin belirli dokulara spesifik olmasi veya belli
donemlerde ifade edilebiliyor olmasi ve tranlasyon sonras1 modifikasyonlara ugramasi

bu markirlarin temel dezavantajalaridir [59].
2.3.1.3. DNA Markirlari

Genel olarak DNA markirlari, DNA’y1 olusturan niikleik asitlerin sahip oldugu dizilis
farkin1 ortaya koyan markirlardir. DNA markirlar giiniimiizde bitki 1slah ¢aligmalarinda
molekiiler biyolojinin bagvurdugu en 6nemli araglarin basinda gelmektedir. Filogenetik
baglantilarin aciklanmasinda kullanilan DNA temelli metotlar, deneysel farkliliklarin
disinda genelde PZR temellidir. Son yillarda 6zellikle RAPD, AFLP ve ISSR gibi PCR
temelli markirlar populasyon i¢i ve populasyonlar arasi genetik farkliligi ortaya

¢ikarmada daha ¢ok kullanilmaktadirlar [60].
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Tiim diinyada molekiiler ve genetik alaninda yapilan calismalar ¢ok hizli bir sekilde
ilerlemektedir. Boylece tiir ici ve tiirler aras1 genetik farkliliklar bireylerin DNA’larinin

karsilastirilmasiyla molekiiler diizeyde arastirilabilmektedir [61].

Son zamanlarda 6zellikle RAPD, ISSR ve AFLP gibi PZR temelli dominant markirlar
popiilasyon i¢i ve popiilasyonlar arast genetik yapmin ortaya ¢ikarilmasinda

kullanilmaktadir [60].
2.3.1.3.1. RAPD

RAPD teknigi; niikleotid dizisi rastgele belirlenen kisa zincirli oligoniikleotidlerin
kullanildig1, PZR ile genomik DNA’da ilgili bolgelerin ¢ogaltildig1 bir yontemidir. Bu
teknikte 6—-10 niikleotid uzunlugunda baslatict DNA’lar kullanarak genom iizerinde
rastgele bolgelerin DNA amplifikasyonu yapilir. Baglatict DNA’larin hazirlanmasinda
belirli bir DNA sirasina ait bilgi gerekmemektedir.

RAPD teknigi; hizli sonu¢ vermesi, maliyetinin diisiik olmasi, az isgiicli gerektirmesi,
az miktarda ve diisiik kalitede DNA’ya gereksinim duyulmasi bakimindan popiiler hale
gelmistir. Ayrica polimorfizm orani da ¢ok yiiksektir. Teknigin dezavantajlar1 ise
giivenirliligin ¢ok sinirli olmasi, tekrarlanabilirligin diisiik olmasi ve dominant kalitim

gostermesidir [62].
2.3.1.3.2. RFLP

RFLP teknigi, dokulardan izole edilmis olan genomik DNA’nin niikleik asit dizilislerini

tantyan DNA kesim enzimlerince 6zel olarak kesilmesi ve prob esasina dayanmaktadir.

Bir DNA pargasmin yaklasik her 100 niikleotid ¢iftindeki niikleotid dizilimi bireyden
bireye degisiklik gosterir. Sonug olarak; bir kromozom {izerinde bulunan bir kesme
enzimi tanima dizisi, diger kromozom {iizerinde bulunmayabilir. Bu durumda, kesme
pargas1 biiylikliikleri bu boélge icin farklt olacaktir. Bu yontemde, oOziitleme ve
saflastirmadan sonra elde edilen DNA kesme enzimleri ile kesilir, olugan pargalar daha
sonra molekiil biyiikliiklerine gore jel elektroforezinde ayrilirlar. Bir RFLP DNA’nin
niikleotid siralanisindaki varyasyonla olusur. Bu varyasyonun sebebi; bir nokta
mutasyonu, kaybolma (delesyon) ya da eklenme (insersiyon) olabilir. Elektroforez

sonucu biiytikliiklerine gore ayrilan bantlar, RFLP analizinin diger asamalarinda
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kullanilmak tizere southern blot metodu kullanilarak tasiyict bir yiizeye aktarilir ve
orada sabitlenebilir. Alkali soliisyon ile yikama isleminden sonra hibridizasyon
gostermeyen parcalar uzaklastirilir. Daha sonra uygun goriintiilleme teknikleri ile

tanimlama ve degerlendirme yapilir [61].

RFLP tekniginin DNA amplifikasyonuna dayali molekiiler tekniklere gore pahali
olmasi, radyoaktif madde kullanilmasi, zaman alic1 ve fazla miktarda DNA gerektirmesi
ve uygulanmasinin zor olmas1 gibi dezavantajlar1 vardir. Bunun yani sira RFLP analizi
ile degisik laboratuarlarda ayni sonuglara ulasilabilir, RFLP kodominant kalitilir ve

heterozigot bireylerin tanimlanmasini saglar [63].
2.3.1.3.3. AFLP

AFLP tekniginde; DNA kesme endoniikleazlar1 ve PZR teknigi bir arada kullanilir.
DNA EcoRI gibi 6 bp’lik tanima sirasina sahip nadir kesim yapan ve 4 bp’lik Msel gibi
tanima sirasina sahip daha sik kesim yapan iki enzimle kesilir. Bu sekilde meydana
gelen kesme pargalarinin kesim yerlerine, adaptor olarak adlandirilan kesme enzimi igin
0zglin siralar eklenir. Daha sonra iki asamali PZR uygulanir. Adaptér sirasina ve bu
kesim yerine komplementer ayrica 3’ ucundaki segiciligi artirmak igin ekstra bir
niikleotid tagtyan +1 primer eklenir. Bu nedenle DNA sablonunda c¢ogaltim sadece
primerin ekstra secici bazinin kesme fragmentinin buna karsilik gelen bazina
komplementer olmas: halinde miimkiindiir. iki +1 primerin kullanilmasiyla ¢ogaltilan
fragmentlerin sayisi teorik olarak, orijinal fragmentlerin 1/16’s1 kadar azalir. Daha sonra
secici ¢cogaltim olarak tanimlanan 2. PZR uygulanarak primerin seciciligi artirilir. Bu
amagla, kesim yerine adaptore komplementer olacak ekstra iki baz igeren bir primer
eklenir (+2 primer). Sayisi primerin segici baziyla ve nadir kesim yapan enzimin
katildigr fragmentlerin gosterilmesiyle Onemli Olgiide azalan fragmentler, jel
elektroforezinde ayrilirlar, rontgen filmi ya da florans boya kullanilmasiyla goriiniir hale

getirilirler [61].

Haritalamada kullanilabilmesi, tiim genomun taranmasina olanak vermesi, fazla sayida
lokusu tarayabilmesi gibi avantajlarinin yani sira, AFLP yonteminin bazi dezavantajlar
da mevcuttur. Teknigin optimizasyonunun zaman almasi ve pahali olusu, fazla miktarda
DNA’ya ihtiya¢ duyulmasi, radyoaktif izotoplarin kullanilmas1 ve ¢ogunlukla dominant
kalittim1 AFLP tekniginin dezavantaji olarak gosterilebilir [64].
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2.3.1.3.4. Mikrosatellit DNA Analizi (Basit Sira Tekrarlar)

SSR veya STR olarak da isimlendirilen mikrosatellit DNA 2-9 baz ¢iftlik, ardisik
olarak tekrarlanan birimlerden olusmustur. Mikrosatellit polimorfizmi ya da
tekrarlanma sayisindaki farkliliklar, bu lokuslarin iki tarafindaki korunmus siralara
komplementer olan 6zgiin primerler kullanilarak PZR ile ¢ogaltilmasi ve daha sonra
fragmentlerin elektroforetik ayrimi temelinde saptanabilir. Daha sonra bu fragmentler

poliakrilamid jelde goriiniir hale getirilir.

Mikrosatellit DNA markirlari; popiilasyon diizeyindeki arastirmalarda son derece
kullanighdirlar. Simdiye kadar deginilen yontemlerden farkli olarak, bir mikrosatellit
lokusun ¢ogaltilabilmesi i¢in bu siranin etrafindaki siralarin bilinmesi gerekmektedir.
Mikrosatellitlerin genetik markir olarak kullanilmasindaki en zor asama bu siralarin

belirlenmesi agamasidir.

Mikrosatellitlerde polimorfizm orani ile sonuglarin tekrarlanabilirligi ¢cok yiiksektir. Bir
diger avantaji ise kodominant markir oldugundan heterezigotlarla homozigotlarin ayirt

edilebilmesidir [61].
2.3.1.3.5. SCAR

SCAR yontemi RAPD lokuslarina 6zgii primerler ile DNA amplifikasyonuna dayanan
ve genetik acidan tek bir lokus olarak tanimlanan genomik DNA fragmentlerini
karakterize eder. SCAR markirlar1 kodominant olarak kalitilir. 1993 yilinda RAPD
markirt ilk olarak SCAR markirina doniistiiriilmiis ve RAPD yonteminin etkinligi biraz
daha artirilmistir. SCAR isleminin yapilabilmesi i¢in amplifikasyon iiriinleri klonlanir
ve DNA dizileri belirlenir. Dizi bilgisi dikkate alinarak RAPD lokuslarina 6zgii ve daha
uzun primerler tasarlanir. SCAR primerinde bulunan 24 niikleotitin ilk on baz1 orijinal
RAPD primerinden, geri kalan bolgesi ise internal dizilerden olusmustur. Bu primerler
SCAR markirlariin olusturulmasinda kullanilir. SCAR markirlart kesim enzimleri ile
kesilerek  kodominat markirlara  doniistiiriilebilmektedir. SCAR  markirinin

tekrarlanabilirligi, RAPD ve ISSR markirlarina gore ¢ok daha yiiksektir [65].
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2.3.1.3.6. ISSR

ISSR teknigi mikrosatellitlerin arasindaki dizilerin PZR amplifikasyonuna dayanir. Tek
bir primer kullanilir. Primer uzunlugu 16-20 niikleotid olup (Ornegin; (CTTG) duruma
gore primerlerin uglarindan biri 2-4 baz uzatilir. Primerin bu uzantilar igerisindeki
kisimlarinda secici bazlar bulunmaktadir. Bu sayede ¢ok sayida lokus ayni anda

izlenebilir [66].

Teknik 5°-3’uclarindan giiclendirilen, kisa- tekrarlanan batlar ve secici bantlar primer
olarak PZR reaksiyonlarinda kullanilmasini, PZR iirlinlerinin elektroforez ile
biiyiikliiklerine gore ayrilmasimni ve jel tlizerinde DNA’nin tespitini igerir. Bir
reaksiyonda tekrarlanan dizi ayn1 kalmak kaydiyla, secici bantlarin farkl
kombinasyonlar1 tekrarlanan kisimla birlikte primer olarak aym1 reaksiyonda
kullanilabilir. Boylece tek PZR reaksiyonunda gii¢lendirilen hedef DNA bolgesinin
sayist artirilir. Dolayisiyla tek bir jel tizerinde iretilebilecek bant ya da markir sayisi
arttirilabilir. ISSR teknigi on dizi bilgisine gerek duymamasi, birgok lokusta es zamanli
olarak amplifikasyon yapilabilmesi nedeniyle genetik varyasyonlari tespit etmede

avantajlidir [67].
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3. BOLUM
MATERYAL VE METOD

3.1. Materyal

3.1.1. Bitki Materyali

Calismada kullanilan diploid, tetraploid ve hekzaploid bugday tohumlart T.C Tarim
Bakanlig1 Tarla Bitkileri Merkez Arastirma Enstitiistinden temin edilmistir ve Tablo

3.1°de gosterilmistir.

Tablo 3.1. Calisma Kapsaminda Kullanilan Cesitler.

No Ornek Adi Ploidi Seviyesi

1 Triticum aestivum cv. Aksel Hekzaploid (6n)
2 Triticum aestivum cv. Altay Hekzaploid (6n)
3 Triticum aestivum cv. Atay - 85 Hekzaploid (6n)
4 Triticum aestivum cv. At Hekzaploid (6n)
5 Triticum aestivum cv. Bagci Hekzaploid (6n)
6 Triticum aestivum cv. Bayraktar Hekzaploid (6n)
7 Triticum aestivum cv. Bezostaya Hekzaploid (6n)
8 Triticum aestivum cv. Bolal Hekzaploid (6n)
9 Triticum aestivum cv. Demir Hekzaploid (6n)
10 Triticum aestivum cv. Dogu — 88 Hekzaploid (6n)
11 Triticum aestivum cv. Eser Hekzaploid (6n)
12 Triticum aestivum cv. Galil Hekzaploid (6n)
13 Triticum aestivum cv. Gerek Hekzaploid (6n)
14 Triticum aestivum cv. Gln - 91 Hekzaploid (6n)
15 Triticum aestivum cv. Ikizce Hekzaploid (6n)
16 Triticum aestivum cv. Kate - Al Hekzaploid (6n)
17 Triticum aestivum cv. Kirgiz Hekzaploid (6n)
18 Triticum aestivum cv. Meridionale N186 Hekzaploid (6n)
19 Triticum aestivum cv. Mizrak Hekzaploid (6n)
20 Triticum aestivum cv. Seval Hekzaploid (6n)
21 Triticum aestivum cv. Tosunbey Hekzaploid (6n)
22 Triticum aestivum cv. Tlirkmen Hekzaploid (6n)
23 Triticum aestivum cv. Uzunyayla Hekzaploid (6n)
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(Tablo 3.1. in Devami)

No Ornek Adi Ploidi Seviyesi
24 Triticum aestivum cv. Yakar Hekzaploid (6n)
25 Triticum aestivum cv. Zincirci Hekzaploid (6n)
26 Triticum durum cv. Altin Tetraploid (4n)
27 Triticum durum cv. Ankara — 98 Tetraploid (4n)
28 Triticum durum cv. C-1252 Tetraploid (4n)
29 Triticum durum cv. Cakmak Tetraploid (4n)
30 Triticum aestivum cv. Dagdas Hekzaploid (6n)
31 Triticum durum cv. Eminbey Tetraploid (4n)
32 Triticum durum cv. Gokgol Tetraploid (4n)
33 Triticum durum cv. Karakilgik Tetraploid (4n)
34 Triticum durum cv. Kiziltan Tetraploid (4n)
35 Triticum durum cv. Kunduru - 1149 Tetraploid (4n)
36 Triticum durum cv. Mirzabey Tetraploid (4n)
37 Triticum durum cv. Seving Tetraploid (4n)
38 Triticum durum cv. Sark Tetraploid (4n)
39 Triticum durum cv. Siraslan Tetraploid (4n)
40 Triticum durum cv. Tartar Tetraploid (4n)
41 Triticum durum cv. Yilmaz Tetraploid (4n)
42 Triticum durum cv. Zenit Tetraploid (4n)
43 Secale cereale cv. N356 Diploid (2n)

44 Triticum baeoticum Diploid (2n)

45 Triticum baeoticum cv. N167 Diploid (2n)

46 Triticum monococcum N487 Diploid (2n)

47 Triticum turgidum cv. albojoducum N65 Tetraploid (4n)
48 Triticum spelta cv. alefeldii Hekzaploid (6n)
49 Triticum aestivum cv. Ak Hekzaploid (6n)
50 Triticum aestivum cv. Akbasak Hekzaploid (6n)
51 Triticum aestivum cv. Ankara 093/44 Hekzaploid (6n)
52 Triticum durum cv. Berkmen Tetraploid (4n)
53 Triticum durum cv. Imren hanim Tetraploid (4n)
54 Triticum aestivum cv. KOse Hekzaploid (6n)
55 Triticum durum cv. Kunduru 414/44 Tetraploid (4n)
56 Triticum durum cv. Meram Tetraploid (4n)
57 Triticum aestivum cv. Sivas Hekzaploid (6n)
58 Triticum aestivum cv. Siirak Hekzaploid (6n)
59 Triticum aestivum cv. Yayla Hekzaploid (6n)
60 Triticum aestivum cv. Yektay Hekzaploid (6n)
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3.1.2. Primerler

Bu calismada Giilsen ve arkadaslar1 [4] tarafindan peroksidaz sekanslarini ¢ogaltmak

icin dizayn edilen 14 farkli POX primeri kullanilmistir(Tablo 3.2.).

Tablo 3.2. Calismada kullanilan primerler [4].

Primer Baz Dizisi Tm S(} cakhig
(O

POXI1F 5'-CTCGACCTACAAGGAC-3' 46

POXIR 5'-ATGTAGGCGCTGGTGA-3"

POX2F 5'-CTCGACGTCAAGGACCTC-3' 46

POX2R 5'-GCCCATCTTCACCATGG-3"

POX3F 5'-CAACGAGACCAACATCGA-3" 47

POX3R 5'"-CCTGATCTGTCCCTGCG-3"

POX4F 5'-TTACGCTACATACAATTTCAA-3" 46

POX4R 5'-ACTCGACTGCGACCAG-3"

POXS5F 5'-CACACGATCGGGGCGATC-3" 53

POX5R 5'-AATCTGCCGGCAGAGCC-3°

POX6F 5'-TACCCGACGGTGAGC-3' 40

POX6R 5'-CTTGATCGTACTGACTCTA-3"

POX7F 5'-CTCGACACAACCGATGTTG-3" 47

POX7R 5'-TTCACAAACTAGTCACAATCACA-3"

POXS8F 5'-CACCATCAAGAGCGTCATAAC-3" 50

POX8Rb 5'-TTGCTAGAGCGAGCTGG-3"

POX9F 5'-GGCGTCGGCGTCG-3" 57

POX9R 5'-ATCGGGAAGCTTCCCCTC-3"

POX10Fa | 5'-CCACGCCCTCATCGC-3" 50

POX10Ra | 5-CATCTGGCCGTGCGTC-3"

POXI11F 5"-CCTTCTTCTTGCCATCTTGC-3" 51

POX11R 5'-CATATCGCTCCACGACCTTT-3"

POX12Fa | 5-CGAGCTGAGAGTGAATCGATC-3" 50

POX12Ra | 5-CTTGAACGCCTGGATGAGC-3"

POX13F 5'-GACGGTTCTATTGGGAAGAAG-3' 47

POX13R 5'-CATGAAAGTGATGAGATGGC-3"

POX14F 5'-CTCATCGTTAACGTCGCATC-3" 50

POX14R 5-GATGCAAGGAGTATAGTGCAAATG-3’
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3.2. Metot
3.2.1. Bitki Yetistirilmesi

DNA izolasyonu i¢in dokular1 kullanilacak olan bugday tohumlar1 2-3 hafta boyunca

Sanyo Fitotron marka biiyiime ¢emberinde Hoagland soliisyonu ile biiyiitiilmiistiir
(Sekil 3.1.).

Tablo 3.3. Hoagland Soliisyonu.

1000 ml ¢ozelti icin
Kimyasallar Stok Soliisyon Kullanilan Miktar
MgS0O,4 7H,0 24.6 g/100 ml 1.0 ml
KH,PO,4 13.6 g/100 ml 0.5 ml
KNO; 10.1 g/100 ml 2.5ml
Ca(NOs3),4H,0 23.6 g/100 ml 2.3 ml
SOLUSYON A 0.5 ml
SOLUSYON B (Fe-EDTA) 20.0 ml
Soliisyon A (1X Stok)
Kimyasallar Stok Soliisyon
H;BO; 2.86 g/L
MnCl, 4H,0 182 g/L
ZnS0,4.7H,0 0.22 g/L
Na,Mo00,4.2H,0 0.09 g/L
CuS0O45H,0 0.09 g/L
Soliisyon B (1X Stok)
Kimyasallar Stok Soliisyon
FeCl3.6H,0O 0.121g/250mL
EDTA 0.375g/250mL
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Sekil 3.1. Biiylime ¢emberinde biiyiitiilen bugdaylardan genel bir goriiniis

3.2.2. Genomik DNA izolasyonu

DNA izolasyonu i¢cin CTAB DNA ¢ikarma islemi degistirilerek kullanilmistir [68]. Her
bir 6rnek i¢in 250-300 mg arasinda taze yaprak dokusu alinmis ve sivi azot ile toz
haline getirilmistir. Azotla ezme isleminin ardindan toz haline gelen dokunun iizerine 1
ml ekstraksiyon tamponu ( %2 (W/v) CTAB, 100 mM Tris-HCI pH 8.0, 1.4 M NacCl,
20 mM Na EDTA pH 8.0, % 0.2 B-merkaptoetanol) ilave edilerek homojenize
edilmistir. Ezme isleminden sonra bitki 0ziitii bir ependorf tiipline alinmis, 62 OC’ye
ayarli su banyosunda 60 dk bekletilmistir. Inkiibasyon isleminden sonra 700 pl
kloroform: izoamilalkol (24:1) eklenmis ve tiipler 100 defa yavasca ters diiz edildikten
sonra 16000 g’de 7 dk santrifiij edilmistir. Santrifiij sonras1 siipernatant temiz bir tiipe
almmus ve iizerine hacmin 2/3’ii kadar soguk isopropanol eklenerek -20 °C’de 30 dk
bekletilmig, bunu takiben 14000 g’de, +4 °C’de 5 dk santrifiij edilmistir. Santrifiij
sonras1 siipernatant uzaklastirilmigtir. Kalan pellet tizerine 500 pl yikama tamponu
(%76 EtOH, 10 M amonyum asetat) ilave edilerek oda sicakliginda 10 dk bekletilmistir.
Beklemenin ardindan 14000 g’de, +4 °C’de 5 dk santrifiij edilmis ve sivi kisim yine
uzaklastirilmistir. Kalan beyaz pellet tizerine 300 pl TE (10 mM Tris, 0.1 mM EDTA,
pH 7.4) ilave edilerek 65 C’de 60 dk bekletilmistir. Inkiibasyondan sonra 10 pg/ml
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konsantrasyonda olacak sekilde RNAz ilave edilerek 37 °C’de 30 dk bekletilmistir.
Ardindan 200 pl TE ve 15 pl amonyum asetat (10 M, pH: 7.7) ilave edilmis ve tiip
icerisindeki toplam ¢ozelti hacminin iki kati1 kadar %80°lik soguk etanol eklenerek -20
°C’de 30 dk bekletilmistir. Yine 14000 g’de, +4 °C’de 5 dk santrifiij yapilmustir.
Santrifiij sonrasi sulu kisim dikkatlice uzaklastirilarak kalan pellet gece boyunca

kurumaya birakilmistir.

Kuruyan pellet uygun miktarda TE (10 mM Tris, 0.1 mM EDTA, pH 7.4) icerisinde

¢oziilerek PZR asamasinda kullanilmak iizere -20 °C’de muhafaza edilmistir.
3.2.3. DNA Miktar1 ve Temizligi

Reaksiyonlarda kullanilacak olan DNA’nin temizligi ve miktar1 reaksiyon verimliligi
i¢in son derece onemlidir. Bu yiizden izolasyon sonrasi genomik DNA % 1’lik agaroz
jel elektroforezinde 1X TAE tamponu igerisinde yiiriitiilerek temizligi ve yaklasik
miktar1 hakkinda bilgi edinilmistir.

3.2.4. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

Uygun reaksiyon kosullarini saptamak icin gDNA ve MgCl, konsantrasyonlar1 optimize
edilmistir. Reaksiyonlar Sensequest marka PZR cihazinda gerceklestirilmistir. PZR
reaksiyonlart hacmi 15 pl olacak sekilde ayarlanmistir (Tablo 3.4.).
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Tablo 3.4. PZR Reaksiyon Karigimi.

PZR Bileseni Kullanilan Miktar (ul) Son Konsantrasyon
dH,O 6.8-7.1 -
Primer R (100 nmol) 0.5 30 pmol
Primer F (100 nmol) 0.5 30 pmol
Tampon (10X) 1.5 1X
MgCl, (25 mM) 1.5-1.8 25-3mM
BSA (20mg/ml) 1.2 0.016 mg
dNTP (10 mM) 0.5 0.33 mM
Taq Polimeraz (5 u/ul) 0.2 1 Unite
gDNA 2
Toplam Reaksiyon
Hacmi 15

Biitiin PZR reaksiyonlar1 bes asamada gerceklestirilmistir. Asamalar ve detaylar1 Tablo

3.5.te gosterilmistir.

Tablo 3.5. PZR Dongiisii.

Asamalar Sicaklik / Siire / Dongii
On Denatiirasyon 94 °C /2 dk / 1 dongii
Denatiirasyon 94 °C /1 dk / 34 déngii
Yapisma (Annealing) 40-53°C /2 dk /34 dongii
Uzama (Extension) 72°C /2 dk /34 dongii
Son Uzama 72°C /5 dk / 1 dongii
Bekleme +4°C / -

3.2.5. Agaroz Jel Elektroforezi

Elde edilen PZR iiriinleri % 2.5’luk agaroz jelde 110 V / 4 saat yiiriitiilmiistiir. Ayrisan
bantlarin biiyiikliigiinii belirlemek i¢in 100-300 ve 100-10000 baz ¢ifti araliginda DNA
markirlart kullanilmistir. Jeller son konsantrasyonu 0.5 pg/ml olan etidyum bromiir ile

boyanarak goriintiileme cihazinda resimleri ¢ekilmistir.
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3.2.6. Polimorfizmin Hesaplanmasi

Agaroz jelde goriintiilenen bantlarin her biri “’1°°, “’0”> veya ’9”" olarak kaydedilmis
olup, 1; bandin varligini, 0; bandin olmadigini, 9 ise; degerlendirilemeyen bantlari
gostermektedir. Veriler NTSYS-pc (Numerical Taxonomy Multivariate Analysis
System) version 2.1 paket bilgisayar programi (Exeter Software, Setauket, New York,

USA) ile degerlendirilmistir.



4. BOLUM
BULGULAR

Bu calismada ¢esitli abiyotik ve biyotik stres kosullarinda bugday bitkisinde ifadesi
artan peroksidaz enzimini kodlayan genlerin polimorfizminin  belirlenmesi
hedeflenmistir. Calisma kapsaminda 59 farkli bugday c¢esidi ve 1 ¢avdar ¢esidi olmak
tizere toplam 60 ornek, peroksidaz gen polimorfizmi (POGP) belirlemek amaci ile

dizayn edilen 14 farkli peroksidaz (POX) primeri ile taranmigtir.

PZR fiiriinlerinin agaroz jel elektroforezinde verdigi bantlar var (1), yok (0) veya kayip
veri (9) olarak degerlendirilmistir. Elde edilen toplam monomorfik ve polimorfik bant

sayilari ile polimorfizm oranlar1 Tablo 4.1. ve 4.2. de verilmistir.

14 farkli primer kullanilarak yapilan PZR calismasinda dis gruplarin da dahil edildigi
durumda 100-2500 bg¢ araliginda toplam 167 adet bant elde edilmistir. 100-2500 bg
araliginda olan bu bantlarin genel polimorfizm oram1 %94 olarak hesaplanmistir. Dis
gruplarin dahil edilmedigi durumda ise yine 100-2500 bg¢ araliginda toplam 145 adet
bant elde edilmistir. Kullanilan primerler arasinda POX12 (f-r) primer kombinasyonu
en fazla bant veren (19 bant) primer olmustur. En az bant ise (1 bant) POXS (f-r) primer
kombinasyonu ile elde edilmistir. 60 adet ¢esit iizerinde denenen 14 adet POGP
primerleriyle yapilan denemelerde primerlerin % 36’s1 (5 tane) ile %100 polimorfizm

tespit edilmistir.
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Tablo 4.1. 14 Farkli primer kombinasyonu kullanilarak elde edilen bant profilleri.

Primer Adi TBS* BC" MBS¢ PBS! % Polimorfizm
POX 1 (f-r) 18 100-960 2 16 89
POX 2 (f-r) 16 100-1800 1 15 94
POX 3 (f-r) 9 180-870 1 8 89
POX 4 (f-r) 11 300-1700 0 11 100
POX 5 (fr) 1 400 1 0 0
POX 6 (f-r) 13 170-1600 0 13 100
POX 7 (fr) 14 150-1500 0 14 100
POX 8 (fr2) 13 200-1100 1 12 92
POX 9 (f-r) 6 210-1700 1 5 83
POX 10 (f-r) 17 150-1500 0 17 100
POX 11 (fr) 11 100-1500 1 10 91
POX 12 (f-r) 19 100-2500 1 18 95
POX 13 (f-r) 8 100-1100 1 7 88
POX 14 (f-r) 11 170-1500 0 11 100
Toplam 167 10 157 87

a) TBS. Toplam Bant Sayisi, b) BC. Baz Cifti, ¢c) MBS. Monomorfik Bant Sayisi, d)
PBS. Polimorfik Bant Sayisi.
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Peroksidaz gen polimorfizmine bakilan orneklerde dis gruplar degerlendirme dist
birakildiginda elde edilen sonuglar Tablo 4.2°’de gosterilmistir. 14 POGP primerinde
toplam 145 bant elde edilmistir. Bantlarin 37 tanesi monomorfik olup, geriye kalan 108
tanesinde polimorfizm gozlenmistir. Dolayist ile 100-2500 b¢ araliginda olan bu
bantlarin genel polimorfizm oran1 %74’tiir. 14 farkli primerden POX 5 (F-r) primer
kombinasyonu hi¢ polimorfizm gdstermeyen primer olarak belirlenmistir. Kullanilan
primerlerden POX 7 (f-r) primer kombinasyonu ise %92 polimorfizm orani ile en
polimorfik primer olarak belirlenmistir. D1s gruplarin dahil edilmedigi durumda POX 1
(f-r) ve POX 12 (f-r) primerleri 16 bant ile en fazla bant veren primerler olarak
belirlenmigtir. POX 5 (f-r) primeri ise 1 bantla en az bant veren primer olarak

belirlenmistir.
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Tablo 4.2. D1s gruplarin dahil edilmedigi durumda olusan bant profilleri.

Primer Adi TBS* BC" MBS¢ PBS! % Polimorfizm
POX 1 (f-r) 16 100-960 2 14 88
POX 2 (f-r) 13 190-1800 7 6 54
POX 3 (f-r) 9 180-870 2 7 78
POX 4 (f-r) 11 300-1700 4 7 64
POX 5 (fr) 1 400 1 0 0
POX 6 (f-r) 11 170-1600 1 10 91
POX 7 (fr) 12 150-1500 1 11 92
POX 8 (fr2) 9 200-1100 3 6 67
POX 9 (f-r) 5 210-1700 3 2 40
POX 10 (f-r) 15 150-1500 4 11 73
POX 11 (fr) 11 100-1500 2 9 82
POX 12 (f-r) 16 100-2500 5 11 69
POX 13 (f-r) 5 320-1100 1 4 80
POX 14 (f-r) 11 170-1500 1 10 91
Toplam 145 37 108 69

a) TBS: Toplam Bant Sayisi, b) BC: Baz Cifti, ¢c) MBS: Monomorfik Bant Sayisi, d)
PBS: Polimorfik Bant Sayisi.
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POX 1(f-r) primer kombinasyonu: POX 1 primeri kullanilarak yapilan c¢alisma
neticesinde 100-960 bg¢ araliginda toplam 18 bant elde edilmistir (Tablo 4.1). Dis
gruplar dahil edilmediginde yine ayni primerle 100-960 b¢ araliginda 14’1 polimorfik,
2’si monomorfik olmak iizere toplam 16 bant elde edilmistir. Bu primerle yapilan

calismada % 88 oraninda polimorfizm elde edilmistir (Tablo 4.2).

H Mo Od M Oh W D HY S :’I“ S e ol S P D :"‘ = .
Y Y R A e
e A i T A ---l--l-“il- -

Sekil 4.1. POX 1 (f-r) primeri kullanilarak elde edilen bant profilleri (43. dis grup, M.
100-10000 b¢ DNA markirt).
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Sekil 4.2. POX 1 (f-r) primeri kullanilarak elde edilen bant profilleri (1-12. 49-60
numarali 6rnekler, M. 100-10000 b¢ DNA markir1).



36

POX 2 (f-r) primer kombinasyonu: POX 2 primeri kullanilarak yapilan ¢alisma
neticesinde 100-1800 b¢ aralifinda toplam 16 bant elde edilmistir (Tablo 4.1). Dis
gruplar dahil edilmediginde yine ayni primerle 190-1800 bg araliginda 6’s1 polimorfik,
7’si monomorfik olmak iizere toplam 13 bant elde edilmistir. Bu primerle yapilan

calismada % 54 oraninda polimorfizm elde edilmistir (Tablo 4.2).

Ol (0] 03 04 05 06) 07. 081 09/ 10/ 11F 127 13} 14, 15] 16; 17, 18] 19. 20 210 22 23 24 25 M

— — v — R ———— — — — i e Wi .  — —— —

-— --—-.-—--—--—-—u-—-h-l——.———.——-—u—o-.-————- — —

* Pean

. e ....aEZI!"‘

.- —————-—vﬁ-z-ﬂﬂc—wﬂ----——.— -

Bl e

Sekil 4.3. POX 2 (f-r) primeri kullanilarak elde edilen bant profilleri (M. 100-10000 bg
DNA markiri).
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Sekil 4.4. POX 2 (f-r) primeri kullanilarak elde edilen bant profilleri (43. dis grup, M.
100-10000 b¢ DNA markairt).



37

2

Ol 02 03! 04 05/ 06 07 08 09 10 N 12

Sekil 4.5. POX 2 (f-r) primeri kullanilarak elde edilen bant profilleri (1-12. 49-60
numarali 6rnekler, M. 100-10000 b¢ DNA markirt).

POX 3 (f-r) primer kombinasyonu: POX 3 primeri kullanilarak yapilan ¢alisma
neticesinde 180-870 bg araliginda toplam 9 bant elde edilmistir (Tablo 4.1). Dis gruplar
dahil edilmediginde yine ayni primerle 180-870 b¢ araliginda 7’si polimorfik, 2’si
monomorfik olmak {izere toplam 9 bant elde edilmistir. Bu primerle yapilan ¢aligmada

% 78 oraninda polimorfizm elde edilmistir (Tablo 4.2).
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Sekil 4.6. POX 3 (f-r) primeri kullanilarak elde edilen bant profilleri (43. dis grup, M.
100-10000 b¢ DNA markirt).
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Sekil 4.7.  POX 3 (f-r) primeri kullanilarak elde edilen bant profilleri (1-12. 49-60
numarali 6rnekler, M. 100-10000 b¢ DNA markir1).

POX 4 (f-r) primer kombinasyonu: POX 4 primeri kullanilarak yapilan ¢alisma
neticesinde 300-1700 bg araliginda toplam 11 bant elde edilmistir (Tablo 4.1). Dis
gruplar dahil edilmediginde yine ayni primerle 300-1700 bg¢ araliginda 7’si polimorfik,
4’ monomorfik olmak iizere toplam 11 bant elde edilmistir. Bu primerle yapilan

calismada % 64 oraninda polimorfizm elde edilmistir (Tablo 4.2).
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Sekil 4.8.  POX 4 (f-r) primeri kullanilarak elde edilen bant profilleri (M. 100-10000 bg
DNA markiri).
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POX 4 (f-r) primeri kullanilarak elde edilen bant profilleri (43. dis grup, M.

Sekil 4.9.
100-10000 b¢ DNA markirt).
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Sekil 4.10. POX 4 (f-r) primeri kullanilarak elde edilen bant profilleri (1-12. 49-60
numarali 6rnekler, M. 100-10000 b¢ DNA markir1).

POX 5 (f-r) primer kombinasyonu: POX 5 primeri kullanilarak yapilan g¢alisma

neticesinde 400 bg biiyiikliigiinde toplam 1 bant elde edilmistir (Tablo 4.1). Dis gruplar
dahil edilmediginde yine ayni primerle sadece 400 bg biiyiikliigiinde 1 adet monomorfik

bant elde edilmistir. Bu primerle yapilan ¢aligmada polimorfizm goriilmemistir (Tablo

4.2).
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Sekil 4.11. POX 5 (f-r) primeri kullanilarak elde edilen bant profilleri (43. dis grup, M.
100-3000 b¢ DNA markir1).
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Sekil 4.12:POX 5 (f-r) primeri kullanilarak elde edilen bant profilleri (1-12. 49-60
numarali 6rnekler, M. 100-10000 b¢ DNA markart).

POX 6 (f-r) primer kombinasyonu: POX 6 primeri kullanilarak yapilan ¢alisma
neticesinde 170-1600 b¢ aralifinda toplam 13 bant elde edilmistir (Tablo 4.1). Dis
gruplar dahil edilmediginde yine ayni primerle 300-1600 bg araliginda 10’u polimorfik,
I’i monomorfik olmak tiizere toplam 11 bant elde edilmistir. Bu primerle yapilan

calismada % 91 oraninda polimorfizm elde edilmistir (Tablo 4.2).
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Sekil 4.13. POX 6 (f-r) primeri kullanilarak elde edilen bant profilleri (43. dis grup, M.
100-3000 b¢ DNA markart).
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Sekil 4.14:POX 6 (f-r) primeri kullanilarak elde edilen bant profilleri (1-12. 49-60
numarali 6rnekler, M. 100-10000 b¢ DNA markirt).

POX 7 (f-r) primer kombinasyonu: POX 7 primeri kullanilarak yapilan ¢alisma
neticesinde 150-1500 bg araliginda toplam 14 bant elde edilmistir (Tablo 4.1). Dis
gruplar dahil edilmediginde yine ayni primerle 150-1500 b¢ araliginda 11°1 polimorfik,
1’1 monomorfik olmak iizere toplam 12 bant elde edilmistir. Bu primerle yapilan

calismada % 92 oraninda polimorfizm elde edilmistir (Tablo 4.2).
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Sekil 4.15:POX 7 (f-r) primeri kullanilarak elde edilen bant profilleri (43. dis grup, M.
100-3000 b¢ DNA markir1).
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Sekil 4.16. POX 7 (f-r) primeri kullanilarak elde edilen bant profilleri (1-12. 49-60
numarali 6rnekler, M. 100-10000 b¢ DNA markir1).

POX 8 (f-r) primer kombinasyonu: POX 8 primeri kullanilarak yapilan g¢alisma
neticesinde 200-1100 b¢ aralifinda toplam 13 bant elde edilmistir (Tablo 4.1). Dis
gruplar dahil edilmediginde yine ayni primerle 200-1100 bg¢ araliginda 6’s1 polimorfik,
3’0 monomorfik olmak iizere toplam 9 bant elde edilmistir. Bu primerle yapilan

calismada % 67 oraninda polimorfizm elde edilmistir (Tablo 4.2).
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Sekil 4.17:POX 8 (f-r) primeri kullanilarak elde edilen bant profilleri (43. dis grup, M.
100-3000 b¢ DNA markir1).
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Sekil 4.18:POX 8 (f-r) primeri kullanilarak elde edilen bant profilleri (1-12. 49-60
numarali érnekler, M. 100-10000 b¢ DNA markir1).

POX 9 (f-r) primer kombinasyonu: POX 9 primeri kullanilarak yapilan ¢alisma
neticesinde 210-1700 b¢ araliginda toplam 6 bant elde edilmistir (Tablo 4.1). Dis
gruplar dahil edilmediginde yine ayni primerle 210-1700 bg¢ araliginda 2’si polimorfik,
3’1t monomorfik olmak iizere toplam 5 bant elde edilmistir. Bu primerle yapilan

calismada % 40 oraninda polimorfizm elde edilmistir (Tablo 4.2).
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Sekil 4.19. POX 9 (f-r) primeri kullanilarak elde edilen bant profilleri (43. dis grup, M.
100-10000 b¢ DNA markairt).

Sekil 4.20. POX 9 (f-r) primeri kullanilarak elde edilen bant profilleri (1-12. 49-60
numarali 6rnekler, M. 100-10000 b¢ DNA markirt).

POX 10 (f-r) primer kombinasyonu: POX 10 primeri kullanilarak yapilan ¢aligma
neticesinde 150-1500 bg araliginda toplam 17 bant elde edilmistir (Tablo 4.1). Dis
gruplar dahil edilmediginde yine ayni primerle 150-1500 b¢ araliginda 11°1 polimorfik,
4’ monomorfik olmak iizere toplam 15 bant elde edilmistir. Bu primerle yapilan

calismada % 73 oraninda polimorfizm elde edilmistir (Tablo 4.2)..
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Sekil 4.21. POX 10 (f-r) primeri kullanilarak elde edilen bant profilleri (43. dis grup, M.
100-3000 b¢ DNA markir1).
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Sekil 4.22. POX 10 (f-r) primeri kullanilarak elde edilen bant profilleri (1-12. 49-60
numarali 6rnekler, M. 100-10000 b¢ DNA markir1).

POX 11 (f-r) primer kombinasyonu: POX 11 primeri kullanilarak yapilan ¢alisma
neticesinde 100-1500 bg araliginda toplam 11 bant elde edilmistir (Tablo 4.1). Dis
gruplar dahil edilmediginde yine ayni1 primerle 100-1500 bg araliginda 9’u polimorfik,
2’si monomorfik olmak iizere toplam 11 bant elde edilmistir. Bu primerle yapilan

calismada % 82 oraninda polimorfizm elde edilmistir(Tablo 4.2).
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Sekil 4.23. POX 11 (f-r) primeri kullanilarak elde edilen bant profilleri (43. dis grup, M.
100-10000 b¢ DNA markairt).
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Sekil 4.24. POX 11 (f-r) primeri kullanilarak elde edilen bant profilleri (1-12. 49-60
numarali 6rnekler, M. 100-10000 b¢ DNA markir1).

POX 12 (f-r) primer kombinasyonu: POX 12 primeri kullanilarak yapilan ¢alisma
neticesinde 100-2500 bg araliginda toplam 19 bant elde edilmistir (Tablo 4.1). Dis
gruplar dahil edilmediginde yine ayni primerle 100-2500 b¢ araliginda 11°1 polimorfik,
5’1 monomorfik olmak iizere toplam 16 bant elde edilmistir. Bu primerle yapilan

calismada % 82 oraninda polimorfizm elde edilmistir (Tablo 4.2).
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Sekil 4.25. POX 12 (f-r) primeri kullanilarak elde edilen bant profilleri (43. dis grup, M.
100-10000 b¢ DNA markirt).
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Sekil 4.26:POX 12 (f-r) primeri kullanilarak elde edilen bant profilleri (1-12. 49-60
numarali érnekler, M. 100-10000 b¢ DNA markirt).

POX 13 (f-r) primer kombinasyonu: POX 13 primeri kullanilarak yapilan ¢alisma
neticesinde 100-1100 bg¢ araliginda toplam 8 bant elde edilmistir (Tablo 4.1). Dis
gruplar dahil edilmediginde yine ayni primerle 320-2500 b¢ araliginda 4’i polimorfik,
I’i monomorfik olmak iizere toplam 5 bant elde edilmistir. Bu primerle yapilan

calismada % 80 oraninda polimorfizm elde edilmistir (Tablo 4.2).
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Sekil 4.27. POX 13 (f-r) primeri kullanilarak elde edilen bant profilleri (43. dis grup,
M. 100-3000 b¢ DNA markirt).
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Sekil 4.28. POX 13 (f-r) primeri kullanilarak elde edilen bant profilleri (1-12. 49-60
numarali 6rnekler, M. 100-10000 b¢ DNA markir1).

POX 14 (f-r) primer kombinasyonu: POX 14 primeri kullanilarak yapilan ¢aligma
neticesinde 170-1500 bg aralifinda toplam 11 bant elde edilmistir (Tablo 4.1). Dis
gruplar dahil edilmediginde yine ayni primerle 170-1500 bg araliginda 10’u polimorfik,
I’i monomorfik olmak iizere toplam 11 bant elde edilmistir. Bu primerle yapilan

calismada % 91 oraninda polimorfizm elde edilmistir (Tablo 4.2).
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Sekil 4.29. POX 14 (f-r) primeri kullanilarak elde edilen bant profilleri (43. dis grup, M.
100-10000 b¢ DNA markairt).

Ol 0Z O3 04 05 O6 OF O8 o9 10 11 12

Sekil 4.30. POX 14 (f-r) primeri kullanilarak elde edilen bant profilleri (1-12. 49-60
numarali 6rnekler, M. 100-10000 b¢ DNA markir1).

Elde edilen bant profillerine ait skorlar NTSYS pc 2.1 (Numerical Taxonomy
Multivariate Analysis System) paket programi (Exeter Software, Setauket, New York,
USA) kullanilarak analiz edilmistir. SIMQUAL modiilii kullanilarak olusturulan genetik
benzerlik (GS) matriksi Sekil 4.31., 4.33., 4.35., 4.37. ve 4.39’da gosterilmistir.
Olusturulan bu benzerlik matriksleri ¢alisilan genotipler arasindaki genetik akrabaligi
belirlemek amaci ile UPGMA (unweighted pair group method arithmetic average)
modili kullanilarak dendogram olusturmada kullanilmistir. Elde edilen dendogramlar

Sekil 4.32., 4.34., 4.36., 4.38. ve 4.39°da gosterilmistir.
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Dis gruplar dahil edildiginde biitlin bireyler arasindaki benzerlik oran1 % 24 ile % 100
arasinda, ortalama % 62 olarak bulunmustur. Elde edilen benzerlik matriksine gore
(Tablo 4.3) birbirlerine en yakin genotiplerin % 100 benzerlik oram ile Triticum
aestivum cv. Atay 85 - Triticum aestivum cv. Bayraktar - Triticum aestivum cv. Gerek,
Triticum aestivum cv. giin 91 - Triticum aestivum cv. Seval, Triticum aestivum cv. eser -
Triticum aestivum cv. Tiurkmen, Triticum aestivum cv. Mizrak - Triticum aestivum cv.
Uzunyayla, Triticum durum cv. Cakmak - Triticum durum cv. Eminbey oldugu
gozlenmistir. Birbirlerine en uzak genotiplerin ise % 18 oraniyla Secale cereale cv.

N356 ile Triticum aestivum cv. Yektay arasinda oldugu gozlenmistir.
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Sekil 4.31. Dis gruplarin dahil edildigi POGP c¢aligmalarindan elde edilen sonuglar
arasindaki DICE matriksine gore olusturulan UPGMA dendogram.
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Di1s gruplarin dahil edilmedigi durumda elde edilen dendograma genel olarak
bakildiginda (Sekil 4.32) temel ayrim noktasinin 6rneklerin ploidi seviyelerinin oldugu
goriilebilmektedir. Elde edilen dendograma gore genotipler iki ana gruba ayrilmislardir.
Ikinci ana grubta sadece diploid genoma sahip olan Triticum monococcum N487
bulunmaktadir. ilk grup ise kendi iginde ilk olarak iki dala ayrilmaktadir. Ikinci dalda
tetraploid ve hekzaploid genoma sahip landrace genotipler bulunmaktadir. Ilk dal ise
yine kendi i¢inde iki farkli dala ayrilmistir. Bu grubun ikinci dalinda sadece tetraploid
genoma sahip olan Triticum durum cv. zenit bulunmaktadir. Birinci dal ise yine kendi
icinde iki farkli dala ayrilmistir. Bu grubunda ikinci dalinda sadece hekzaploid genoma
sahip Triticum spelta bulunmaktadir. Birinci dal ise kendi igerisinde tekrar iki farkli
gruba ayrilmistir. Birinci grup sadece hekzaploid genoma sahip Triticum aestivum’a ait
kiiltiir gesitlerini icermektedir. Ikinci grup ise diploid genomlu Triticum boeticum ve
Triticum boeticum N167 ile tetraploid genomlu Triticum turgidum var. albojoducum ve

Triticum durum ’a ait kiiltiir ¢esitlerini kapsamaktadir.

Elde edilen benzerlik matriksinde de gosterildigi gibi (Tablo 4.4) birbirlerine en yakin
genotiplerin % 100 benzerlik orani ile Triticum aestivum cv. Atay 85 - Triticum
aestivum cv. Bayraktar - Triticum aestivum cv. Gerek, Triticum aestivum cv. Giin 91 -
Triticum aestivum cv. Seval, Triticum aestivum cv. Eser - Triticum aestivum cv.
Tiirkmen, Triticum aestivum cv. Mizrak - Triticum aestivum cv. uzunyayla, Triticum
durum cv. Cakmak - Triticum durum cv. Eminbey oldugu gézlenmistir. Birbirlerine en
uzak genotiplerin ise % 61 oraniyla Triticum monococcum N487 ile Triticum durum cv.

Meram arasinda oldugu gézlenmistir.
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QCKIL 4.04Z. D1 grupldariil ddiill Culllcdlgl ruur gdllgldlarindadil €1ac cullcnasonug:lar

arasindaki DICE matriksine gore olusturulan UPGMA dendogram.
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Sadece hekzaploid genomlu bireyler bir arada degerlendirildiginde olusan benzerlik
dendogrami (Sekil 4.33) tiim bireylerle olusturulan dendogramla ayn1 benzerlik oranlar
gostermektedir. Bireyler olusan dendogramda iki ana kol {izerinde dagilim gostermistir.
Islah programlarina tabii tutulmayan bireylerin (7riticum aestivum cv. ak, Triticum
aestivum cv. akbasak, Triticum aestivum cv. Ankara 093/44, Triticum aestivum cv. kose,
Triticum aestivum cv. Sivas, Triticum aestivum cv. siirak, Triticum aestivum cv. yayla,
Triticum aestivum cv. yektay) 1slah islemleri sonucu olusan genotiplerden tamamen
farklilik gosterdigi gézlenmistir. Yabani gesitlerle 1slah cesitleri arasinda %80 oraninda

benzerlik bulunmaktadir.

Benzerlik matriksine bakildiginda (Tablo 4.5) %100 benzerlik orani ile T7riticum
aestivum cv. atay 85 - Triticum aestivum cv. bayraktar - Triticum aestivum cv. gerek,
Triticum aestivum cv. giin 91 - Triticum aestivum cv. Seval, Triticum aestivum cv. eser -
Triticum aestivum cv. Turkmen, Triticum aestivum cv. mizrak - Triticum aestivum cv.
uzunyayla cesitleri birbirlerine en yakin bireylerdir. Triticum aestivum cv. yektay ve
Triticum spelta cv. alefeldii cesitleri ise %75 benzerlik ile birbirlerine en uzak

bireylerdir.
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Sekil 4.33. Hekzaploid (6n) genoma sahip Ornekler arasinda DICE matriksine gore
olusan UPGMA dendogram.
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Sadece tetraploid genomlu bireyler bir arada degerlendirildiginde olusan benzerlik
dendogrami (Sekil 4.34) tiim bireylerle olusturulan dendogramla ayn1 benzerlik oranlar
gostermektedir. Bireyler olusan dendogramda iki ana kol {izerinde dagilim gostermistir.
Dért gesit (Triticum durum cv. Berkmen, Triticum durum cv. Imren hamm, Triticum
durum cv. Kunduru 414/44, Triticum durum cv. Meram), diger tetraploid bugdaylardan
ayrilarak farkli bir kol iizerinde dagilmislardir. Olusan iki ana grup arasinda % 77

oraninda benzerlik bulunmaktadir.

Benzerlik matriksine bakildiginda (Tablo 4.6) %100 benzerlik orani ile Triticum durum
cv. ¢akmak, Triticum durum cv. Eminbey cesitleri birbirlerine en yakin bireylerdir.
Triticum durum cv. Kunduru 414/44 ve Triticum durum cv. Zenit gesitleri ise %71

benzerlik ile birbirlerine en uzak bireylerdir.
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Sekil 4.34. Tetraploid (4n) genoma sahip drnekler arasinda DICE matriksine gore
olusan UPGMA dendogram.
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Sadece diploid genomlu bireyler bir arada degerlendirildiginde olusan benzerlik
dendogrami (Sekil 4.35) tiim bireylerle olusturulan dendogramla ayn1 benzerlik oranlar
gostermektedir. Bireyler olusan dendogramda iki ana kol {izerinde dagilim gostermistir.
Birinci kolda Triticum baeoticum ve Triticum baeoticum cv. N167 yer alirken, ikinci
kolda sadece Triticum monococcum N487 yer almaktadir. Bu bireylerden Triticum
baeoticum ve Triticum baeoticum cv. N167 %94 benzerlik orani ile en yakin bireylerdir.
Triticum baeoticum ve Triticum monococcum N487 ise aralarindaki %64 benzerlik

orani ile birbirlerine en uzak genotipler olarak belirlenmistir (Sekil 4.35).

44 45 46
441.00
45[0.94 1.00

460.63 0.65 1.00

Sekil 4.35. Diploid (2n) genoma sahip 6rnekler arasinda olusan benzerlik matriksi ve
DICE matriksine gore olusan UPGMA dendogram.



5. BOLUM
TARTISMA VE SONUC

Islah calismalarinin temel amaci; bitkilerin genetik yapilarinda gergeklestirilecek
degisikliklerle ortaya cikacak cesitlilikten faydalanarak yapilacak seleksiyon vasitasiyla
daha kaliteli, yliksek verimli, hastalik ve zararlilara kars1 daha dayanikli ve adaptasyon
yetenegi yiiksek olan yeni ¢esitlerin miimkiin oldugunca kisa siirede elde edilmesidir.
Bitki 1slah programlarinda melezlemeler yoluyla genetik islemlerin ve seleksiyonun
etkinligi arttirilmaya calisilmaktadir. Bu islemler ¢ok uzun zaman alan, zahmetli ve
yiiksek maliyet isteyen islemlerdir. Bitkilerin genetik potansiyellerinin amaca uygun
bicimde yonlendirilmesi i¢in son yillarda protein, izoenzim ve DNA markirlar1 gibi
molekiiler markirlarin gerek arastirma gerekse uygulamada kullanimi biiyiik 6nem

kazanmakta ve bitki 1slahinda bunlardan yararlanma olanaklar1 arastirilmaktadir [69].

Molekiiler ~ markirlar, 1slah  projelerinin  siirelerini  kisaltarak  maliyetlerini
diisiirmektedirler. Bunlarin yanm1 sira  seleksiyonda, genetik ve baglanti
haritalamalarinda, c¢esit tanimlamasi ve korunmasinda, genotipler arasi genetik

uzakligin belirlenmesinde de molekiiler markirlardan yararlanilmaktadir [70].

Bu c¢alismada kullanilan, boyutlar1 13 ile 24 baz arasinda degisen biiylikliikklerde olan
peroksidaz gen polimorfizm (POGP) primerlerinin tamaminda skorlanabilir bantlar elde
edilmigtir. POGP primerleri ile kullanilan 59 bugday c¢esidinde toplam 145 bant elde
edilmigtir. 145 bantin 108 (% 74)’inin polimorfik oldugu gozlenmistir. Kullanilan
bugdaylarda gdézlemlenen peroksidaz gen polimorfizm (POGP) bantlart %64 ve %100

oranlar1 arasinda (ortalama %82) benzerlik gostermistir.

59 farkli bugday tizerinde kullanilan POGP primerlerinden POXS primeri harig¢ biitiin
primerler polimorfik bantlar vermistir. Genetik benzerlik oranlari kullanilarak elde
edilen dendograma gore biitliin bireyler arasindaki benzerlik oranm1 % 64 ile % 100

arasinda, ortalama % 82 olarak bulunmustur.



64

Elde edilen bant profillerine bakildiginda tetraploid bireylerden 126 bant, diploid
bireylerden 107 bant ve hekzaploid bireylerden 119 bant elde edilmistir. Hekzaploid
bugdaylarin tetraploid ve diploid bugdaylarin spontan hibridizasyonu sonucu olustugu
goz Oniline alindiginda [71 ], bu sekilde birbirlerine yakin sayida bant profillerinin

olugmasi olagan goriilmektedir.

Calismamizda kullanmis oldugumuz genotiplerin ploidi seviyeleri ve 1slah
programlarina tabii tutulduklart g6z Oniine alindiginda gozlemlenen bu yakinlik ve

uzakliklar anlamli bulunmaktadir.

Hekzaploid olan Triticum aestivum tiirlerinin olusturdugu bant profillerine bakildiginda
1slah programlar1 sonucu elde edilen ¢esitler ile yerel cesitler arasindaki farklilik acik
bir sekilde goriilmektedir. Islah c¢esitleri POGP primerleri ile toplam 92 bant
olustururken, yerel cesitler toplam 99 bant olusturmustur. S6z konusu farklilik
olusturulan dendogramda da net bir sekilde goriilmektedir (Sekil 4.36.). Islah
cesitlerinde eksik olan bu 7 farkli bant profilinin 1slah ¢aligmalar1 sonucu kayboldugu
sOylenebilir. Bu durum 1slah programlarinin bir¢ok avantajinin yani sira, mevcut
genetik zenginligin kaybolmasi gibi ¢ok onemli bir dezavantaja da sahip oldugunun

gostergesi olarak kabul edilebilir.

Altintag ve arkadaslar1 [72], 34 farkl kiiltiir bugday c¢esidi iizerinde 3 SAMPL ve 5
AFLP primeri ile ¢calismiglardir. Bu ¢alisma sonucu 5 AFLP primeri ile %64, 3 SAMPL
primeri ile %58 oraninda polimorfizm tespit etmislerdir. Bizim ¢aligmamizda bu

polimorfizm oran1 % 75 gibi daha yiiksek bir degerdedir.

Hazen ve arkadaslar1 [73], 44 farkli Triticum aestivum genotipinde 8 farkli AFLP
primeri kullanarak ortalama % 23.2 oraninda polimorfizm tespit etmislerdir. POGP
primerleri ile yapmis oldugumuz calismamizda 33 farkli 7riticum aestivum ¢esidinde
toplam 118 farkli bant elde edilmistir. Bu bantlarin 63 tanesi polimorfik olup genel

polimorfizm oram % 53’tiir.

Bilgin ve arkadaslar [70], yaptiklar1 ¢alismada 20 farkli ekmeklik (hekzaploid) bugday
genotipinde 5 farkli RAPD primeri kullanarak ortalama olarak % 34 oraninda



65

polimorfizm elde etmiglerdir. Daha Oncede belirttigimiz gibi POGP primerleri ile

yapilan ¢alismamizda bu oran % 53 olarak bulunmustur.

Soleimani ve arkadasglar1 [74] yaptiklart c¢alismada 10 farkli AFLP primeri
kullanmiglardir. 13 farkli tetraploid bugday cesidi iizerinde yapilan bu ¢alismada 950
AFLP markirt bulmuslardir. Ancak bunlar arasindan sadece % 9’unun polimorfik
oldugunu tespit etmislerdir. Bizim POGP primerleri ile yapmis oldugumuz c¢aligmada
ise 21 farkh tetraploid bugdayda toplam 122 farkli bant profili elde edilmistir. Bu bant

profillerinin 68 tanesinin (%54) polimorfik oldugu gézlenmistir.

Igbal ve arkadaslar1 [75], 7 farkli bugday c¢esidi {iizerinde RAPD yoOntemini
kullanmiglardir. Calismalarinda toplam 122 bant elde etmislerdir. Bu bantlarin 50
tanesinin (%54) polimorfik oldugunu belirtmislerdir. POGP primerlerini kullandigimiz

bizim ¢alismamizda ise bu oran % 75 olarak belirlenmistir.

Ahmed ve arkadaslari [76], yaptiklar1 ¢alismada bugdaylarda hem DNA markir1 hemde
biyokimyasal markir kullanmiglardir. DNA markiri olarak RAPD yoOntemini
kullanmiglardir. RAPD analizleri sonucu 32 bugday ¢esidi ile % 61.4 polimorfizm
gozlemlemislerdir. Biyokimyasal markir olarak SDS-PAGE kullanarak tohum depo
proteinlerinde % 73 oraninda bir polimorfizm gézlemlemisglerdir. Buna karsin biz POGP

markir yontemi ile toplam % 75 oraninda polimorfizm gézlemlemis bulunmaktay1z.

Bugdaylar {izerinde yapilan polimorfizm belirleme c¢alismalar1 ile kiyaslandiginda,
peroksidaz gen polimorfizm (POGP) markirlarinin bugdaylarda polimorfizm
belirlemede diger markir sistemlerine nazaran daha kullanigh oldugunu gostermektedir.
Yiiksek polimorfizm yakalama 6zelliginin yani sira POGP markir sistemi calisilan
orneklerin ploidi seviyelerine goére net bir ayrim yaparak daha 6zel sonuglar

vermektedir.

Giilsen ve arkadaslarinin [4] POGP primerleri ile yapmis oldulari ¢alisma da bizim
calismamizla uyum igerisindedir. Aragtirmacilar yapmis olduklar1 ¢aligmada 32 farkl
¢im bitkisinde 22 POGP primeri kullanmiglar ve Orneklerin ploidi sevilerine gore

ayrildigini tespit etmislerdir.



66

Yapmis oldugumuz literatiir arastirmasi dogrultusunda daha 6nce bugdaylar (7riticum)
lizerinde peroksidaz gen polimorfizm markirlar1 (POGP) ile yapilmis polimorfizm
belirlemeye yonelik herhangi bir ¢aligmaya rastlanmamistir. Dolayist ile bu ¢alisma bu
alanda ilk olma o6zelligindedir. Alinan sonuglar dogrultusunda POGP markir sisteminin
Triticum cesitlerinde polimorfizm belirleme c¢alismalarinda kullanilmasi uygun

goriilmektedir.
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EK - 1
ONERILER

Bilindigi gibi Tiirkiye bitkisel ¢esitlilik agisinsan zengin bir cografyadir. Bu cesitlilik
genetik cesitlilik gibi 6nemli bir unsuru da beraberinde getirmektedir. Ancak sahip
olunan bu zenginlik giiniimiiz kosullarinda c¢evresel ve diger baskilara maruz kalarak
genetik erozyona ugramaktadir. Giiniimiizde gen kaynaklarinin korunmasi igin
biyokimyasal, in vitro, yavas bliylime, dondurarak depolama, yapay tohum depolama ve

DNA depolamas1 gibi bir¢ok yeni teknik kullanilmaktadir [77].

Bu c¢alismada elde edilen sonuglar ise iilkemizin sahip oldugu gen kaynakarini
kaybetme yolunda ilerledigini gosterir niteliktedir. Islah hatlar1 verim veya dayaniklilik
gibi avantajlara sahip olmasinin yani sira mevcut genetik cesitliligi tam olarak
yansitmamaktadir. Hasat miktar1 veya iiriin kalitesi artirilmak istenirken sahip olunan
gen kaynaklarinin kaybedilmesi gibi onemli yan etkiler de diisiliniilmeli ve bu

dogrultuda 1slah programlarinin daha bilingli olarak yapilmasi gerekmektedir.
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