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Brachypodium distachyon, serin mevsim bugdaygilleri i¢in yeni bir model bitkidir. Bu
calismada Namik Kemal Universitesi Ziraat Fakiiltesi Tarla Bitkileri Boliimii Brachypodium
koleksiyonunda bulunan iilkemizin farkli bolgelerinden toplanmis 59 aksesyon materyal
olarak kullanilmistir. Flow sitometri ile yapilan ¢ekirdek DNA analizleri sonucunda 48
aksesyonun B. distachyon, 11 aksesyonun ise B. hybridum oldugu belirlenmistir. Calismada,
kolleksiyonu olusturan aksesyonlar morfolojik ve molekiiler yontemler ile analiz edilerek
mevcut genetik gesitlilik belirlenmeye ¢alisilmistir. Bu amagla yapilan morfolojik
karakterizasyonda 17 morfolojik 6zellik incelenmistir. Bu inceleme sonucunda; aksesyonlarin
bitki boylarinin 24,7 cm, bayrak yaprak ayast boyunun 5,6 cm, bayrak yaprak ayasi eninin
4,5 mm, biyokiitlenin (kok hari¢) 4,5, g basakli sap sayisinin 34 adet, basaksiz sap sayisinin 4
adet, bitki basina basakg¢ik sayisinin 111 adet, bitki bagina tohum sayisinin 372 tohum/bitki,
bitkilerin sahip oldugu tohum agirhigmnin 1,95 g ve bin tane agirligmin 5,12 g oldugu
belirlenmistir. Ayrica tohumlarin ¢imlenme siiresinin 15 gilin, bitkilerin basak ¢ikarma
sliresinin 125 giin ve ¢i¢eklenme siiresinin 136 giin oldugu tespit edilmistir. Bitkilerin genel
olarak yesil renkte, tiiylii yapida ve dik formda oldugu, ancak bazi aksesyonlarda yatik ve yar1

dik formlarin da bulundugu belirlenmistir.



Flow sitometri ile yapilan ¢ekirdek DNA analizlerinde B. distachyon ve B. hybridum
aksesyonlari i¢in ortalama ¢ekirdek DNA igeriklerinin sirasiyla 0,743 pg/2C, ve 1,431 pg/2C
oldugu belirlenmistir. Yapilan analizler sonucunda B. distachyon aksesyonlarinin sahip
oldugu c¢ekirdek DNA igeriklerinin bitkilerin toplandigi cografi bolgeden etkilendigi, B.
hybridum aksesyonlarinin ise etkilenmedigi tespit edilmistir. Cekirdek DNA igerikleri dikkate
alinarak hazirlanan dendogramda aksesyonlarin 2 gruba ayrildigi, ilk grupta sadece bir
aksesyon yer alirken digerlerinin ikinci grupta toplandigi goriilmiistiir. Gruplar incelendiginde
ayni alt gruplarda yer alan aksesyonlarin bir¢ok morfolojik 6zelliklerinin ortak oldugu

belirlenmistir.

32 B. distachyon aksesyonuna ait 142 birey ile 11 SSR primeri kullanilarak yapilan
calismada 99 allel saptanmistir. Primer basina allel sayisinin 3-15 arasinda degistigi,
belirlenen bolgelere gore ortalama allel sayisinin 1. Bolge’de 13,67 allel/bolge , 2. Bolge’de
ise 11 allel/bolge oldugu gorilmistir. Calismada polimorfizm oraninin %100, allelik
zenginligin (Na) 6,302, gen c¢esitliliginin 0,645, go6zlenen (Hp) ve beklenen (He)
heterozigotluk diizeylerinin ise sirasi ile 0,0116- 0,0366 ve 0,4111 — 0,8645 degerleri arasinda

o

degistigi hesaplanmistir.

Bu calismada ayrica 9’u 1. Bolge’ye, 7’si 2. Bolge’ye 0Ozgili 16 06zgin allel
belirlenmistir. Bolgeler igin hesaplanan genetik farklilik (Fst) degeri 0,19324, ortalama PIC
degeri 0,60 (0,35 -0,84) ve genetik uzaklik 0,590 olarak hesaplanmistir. Genetik uzaklik
sonuclarina gore hazirlanan dendogramda Orneklerin genetik ¢esitlilik bakimindan 2 grup
olusturdugu, ayni aksesyona ait Orneklerin farkli alt gruplarda, farkli bolgelerden toplanan
orneklerin aym alt grupta yer alabildigi goriilmiistiir. Dendogramadan elde edilen sonuglara
gore BL14, BL13, BL15, BL17, BL19 ile ED1 ve ADI bireylerinin en uzak akraba, bu
bireylerin ait oldugu aksesyonlara bakildiginda Bd94 ile Bd3 ve Kah Aksesyonlarinin genetik
acidan birbirine uzak, Bd3 ile Kah aksesyonlarinin birbirine yakin akraba oldugu
goriilmektedir. Bu durum aksesyonlar arasinda ve aksesyon i¢inde genetik cesitlilik oldugunu,
ancak goriilen genetik cesitlilik ile 6rneklerin toplandigi cografi bolge arasinda 11 markdriin
kullanildigi bu ¢alismada anlamli bir iligkinin bulunmadigin1 gostermektedir. Yapilan
Faktoriyel Benzerlik Analizi Grafigi incelendiginde, aksesyonlarin iki gruba ayrildigi, ancak
gruplar arasinda tam olarak kesin bir sinirin bulunmadigi, arada her iki gruba ait bireylerden
olusan bir ara grup bulundugu goriilmiistiir. Farkli genetik yapida olan bireyleri belirlemek
icin yapilan model-based Bayesian analizinde de genotipler iki gruba ayrilmis ancak gruplara

diger gruptan yabanci katilimlar ve her iki grubun genetik ozelliklerini tasiyan genotipler
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belirlenmistir. Buna gore ayni cografik bolgeden toplanan orneklerin genetik benzerlik
bakimindan farkli gruplarda yer alabilecegi, 6rneklerin toplandigi cografi bolge ile genetik
cesitlilik arasinda anlamli bir iliski bulunmadig1 belirlenmistir. Ayn1 zamanda cografi bolge

igerisinde de genetik ¢esitliligin 6nemli diizeyde oldugu tespit edilmistir

Rakim, ¢ekirdek DNA igerigi ve morfolojik 6zellikler arasinda korelasyon analizi
yapilmis ¢ok sayida negatif ve pozitif korelasyonlar tespit edilmistir. Ayrica ¢ekirdek DNA
icerigi ile rakimin morfolojik 6zellikler tizerindeki etkilerini belirleyebilmek icin ¢oklu
dogrusal regresyon analizi yapilmistir. Bu analize gore; DNA miktar1 arttikca bayrak yaprak
eni ve boyu, tohum agirligi, bin tane agirligi, bitkideki tiiyliiliik derecesi azalirken; ¢imlenme,
basaklanma ve c¢iceklenme siirelerinin arttigr goriilmiistiir. Rakim arttikga basakli sap

sayisinin arttigi, ¢ekirdek DNA igeriginin ise azaldigir belirlenmistir.

Yapilan bu ¢alismada, serin mevsim bugdaygilleri i¢in yeni bir model system olarak
kabul edilmis olan B. distachyona ait iilkemizin farkli cografik bolgelerinden toplanarak
olusturulmus olan genetic kaynak kolleksiyonunun sahip oldugu genetic c¢esitlilik
incelenmistir. Morfolojik ve molekiiler yontemler ile yapilan incelemelerde kolleksiyonun

biiyiik bir varyasyona sahip oldugu saptanmistir.,

Namik Kemal Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Tarla Bitkileri Béliimiinde olusturulmus
olan Brachypodium distachyon genetik kaynak koleksiyonu yiiksek bir morfolojik ve genetik
varyasyona sahiptir. Bu yilizden {ilkemizde kiiltlirii yapilan ve en 6nemli bitki guruplarim
olusturan tahillar ile bugdaygil yem bitkilerinin 6nemli bazi tarimsal karakterlerinin (hastalik
ve zararlilara dayaniklilik, verim ve kalite gibi) incelenmesi, bu karakterleri kontrol eden gen
bolgelerinin haritalanmasi, molekiiler markorlerin gelistirilmesi ve genlerin klonlanmasi gibi
caligmalarda son derece yararli olacaktir. Olusturulan B. distachyon kolleksiyonunun

bugdayin orijinlendigi cografi bélgeden olmasi koleksiyonun 6nemini daha da arttirmaktadir.

Anahtar kelimeler: Brachypodium distachyon, flow sitometri, ¢ekirdek DNA igerigi, SSR,
genetik gesitlilik, genetik kaynak
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ABSTRACT

Ph.D. Thesis

MORPHOLOGIC and MOLECULAR CHARACTERIZATION

in Brachypodium distachyon

Giilsemin SAVAS TUNA
Namik Kemal University
Graduate School of Natural and Applied Sciences

Department of Field Crops

Supervisor: Prof. Dr. ismet BASER

Brachypodium distachyon is a model plant species for cool season grasses. In this
study, 59 Brachypodium accessions collected from different geographic regions of our
country which are in the collection at Namik Kemal University Field Crops Department are
used as plant material. Based on the results of nuclear DNA content analysis which were
made using Flow cytometry, 48 of the accessions were determined to be B. distachyon while
11 of the accessions were determined to be B. hybridum. In order to determine genetic
diversity within B. distachyon collection which is the important one as model species,

accessions further characterized morphologically and by using molecular techniques.

In the study which is conducted, 17 morphologic features are analysed. As a result of
this analyse; it is determined that plant length of accessions are 24,7 cm, length of flag leaf is
5,6 cm, width of flag leaf is 4,5 mm, biomass (except the root) is 4,5 g, number of stem with
anther is 34, number of stem without anther is 4, number of spikelet for each plant is 111,
number of seed for each plant is 372 seed/plant , weight of seed that the plants have are 1,95 g.
and the weight of one thousand is 5,12 g. Also, it is monitored that the duration of seed
germination is 15 days, the duration of plants to have anther is 125 days and the duration of
blossom is 136 days. It is stated that the plants are generally green, with wooly structure and

have an upright form but in some accessions leaning and half upright forms are also found.
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Based on the results of nuclear DNA content analysis made using flow cytometry,
mean nuclear DNA contents of B. distachyon and B. hybridium were determined as 0,743
po/2C and 1,431 pg/2C respectively. Differences among mean DNA content of the accessions
of B. distachyon were statistically important. It was also determined that the differences were
correlated with elevation. However, differences among nuclear DNA content of accessions of
B. hybridium were not statistically important.In the dendrogram prepared based on results of
nuclear DNA content of accessions, it is observed that, accessions are separated into two
groups, while there is only one accession in the first group, the others are gathered in the
second group. When the groups are examined, it is determined that, accessions in the same

subgroups have several common morphologic features.

In SSR analysis, 99 alleles were ascertained in the study using 142 individuals
belonging to 32 B. distachyon accession and 11 primer. It’s seen that number of allele ranges
from 3-15 for each primer, average number of allele according to stated regions is 13,67
allele/region in 1. Region and it is 11 allele/region in 2. Region. In the study, it is assessed
that polymorphism rate is 100%, allele productivity (Na) 6,302, variety of gene is 0,645,
observed ( HO) and supposed ( He) heterozygosity level respectively ranges from 0,0116-
0,0366 and 0,4111-0,8645.

Also, in this study, 16 original allele, 9 special to 1. Region and 7 special to 2. Region,
are determined. It’s calculated that genetic diversity value ( Fst) calculated for the regions is
0,19324, average PIC value is 0,60 ( 0,35- 0,84) and genetic distance is 0,590. In the
dendrogram prepared in respect of the results of genetic distance, it’s seen that, samples are
separated into two groups in terms of genetic diversity, samples belonging to same accessions
can take part in different subgroups and samples collected from different regions can take part
in different subgroups. According to the results taken from dendrogram, BL14, BL13, BL15,
BL17, BL19 are the most distant relatives with ED1 and AD1 individuals, when we look at
the the accessions that these individuals belong to, Bd94 is distant in terms of genetics with

Bd3 and Kah., Bd3 is close relative with Kah accession.

This situation shows that there is a genetic diversity between and within accessions ,
and there isn’t a meaningful relation between the observed genetic diversity and geographic
region that the samples are collected from. When the Factorial Similarity Analyse Graphic is

examined, it is seen that, accessions are separated into two groups, but there is no exact



borders between two groups, and there is a middle group in between which is formed by the
individuals belonging to both groups.

Also in the model-based Bayesian analyse to determine the individuals that have
different genetic structure, genotypes are separated into two groups but outsider participation
to the groups from the other group and genotypes that has the genetic features of both groups
are determined. Findings support each other. According to this, it is determined that the
samples which are collected from the same geographic regions can take part in different
groups in terms of genetic similarity, there isn’t a meaningful relation between the geographic
region and the genetic diversity. At the same time, genetic diversity is abundant in the same

region.

Correlation analysis between altitude, nuclear DNA content and morphological traits
was made and high correlation were found. Multiple linear regression analysis was also made
in order to determine the effects of nuclear DNA content and altitude on morphological
features. According to this analysis, with the increasing of DNA the durations of germination,
heading and flowering increase whereas width and length of flag leaf, the weight of seed,
hairiness of plant increase. As the altitude gets higher the number of spiked stalks increases
and nuclear DNA content decreases.

Brachypodium distachyon genetic resource collection in Department of Field Crops,
Faculty of Agriculture, Namik Kemal University has a high morphologic and genetic
variation. Therefore, the collection will be very usefull to study some agriculturally
important traits of cultivated temperate grasses in Turkey such as cereals and forage grasses,

mapping of genes controling these traits, developing markdrs, and cloning of these genes.

Key words : Brachypodium distachyon, nuclear DNA content, Morphological

characters, SSR, genetic diversity, flow cytometer , gecetic resources
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1.GIRiS

Brachypodium distachyon, Brachypodium cinsi igerisinde yer alan ve {ilkemizde
yalanci parlak brom olarak bilinen kisa boylu bir bugdaygil bitkisidir (Draper ve ark. 2001,
Ozdemir ve ark. 2008). B. distachyon iilkemizin de icerisinde bulundugu giiney Avrupa,
Kuzey Afrika ve giiney batt Asya’dan Hindistan’a kadar uzanan bélgelerde dogal olarak
yetismektedir (Schippmann 1991, Garvin ve ark. 2008, Vogel ve ark. 2009, Mur ve ark.
2011a). Bitki herhangi bir ekonomik 6neme sahip olmamakla birlikte kii¢iik bir genom (0,631
pg/2C DNA, Wolny ve Hasterok 2009 ) ve habitusa sahip olmasi, diploid olmasi, kendi
kendini d6llemesi sayesinde iki jenerasyon dongiisii ile saf hatlarin iiretilebilmesi (Draper ve
ark. 2001, Vogel ve ark. 2009), bir generasyonda ¢ok sayida tohum {iretebilmesi (Brkljacic
2011), vejetasyon siiresinin kisa olmas1 (Draper ve ark. 2001, Vogel ve ark. 2006a, Garvin ve
ark. 2008, Brkljacic 2011, Mur ve ark. 2011a), dogada ve kontrollii sera kosullarinda yiiksek
¢imlenme oranina sahip olmasi (Vogel ve ark. 2006, Garvin ve ark. 2008, Vogel ve ark.
2009), biiyiik bir ekonomik 6neme sahip olan tahillar (bugday arpa yulaf ¢avdar) ve cayir
mera bitkileri ile yakin akraba olmasindan (Catala'n ve ark. 1997, GPWG 2001) dolay son

yillarda bugdaygil bitkileri i¢cin model olarak dnem kazanmaya baglamistir.

Bu giine kadar Oryza sativa ve oOzelliklede Arabidopsis thaliana, bilimsel
arastirmalarda kullanilan en 6nemli model bitkilerdir (Draper ve ark. 2001). Bu iki tiiriin
genomlari da hali hazirda sekanslanmig oldugundan bitki fonksiyonel genom caligmalarinin
ana kaynagini teskil etmektedir. Bununla beraber bugdaygil tiirleri {tahillar (Triticum,
Hordeum, Avena, Secale tiirleri gibi), ¢ayirmera tiirleri (Lolium, Festuca, Brom, Dactylis,
Agropyron gibi) ve biyoyakit iiretiminde kullanilan tiirler (Panicum virgatum ve Miscanthus
gibi tiirler} igin ne Arabidopsis thaliana nede Oryza sativa uygun bir model sistemdir. Bu
durum son yillarda bir ¢ok organizmanin genomlarinin tamaminin veya bir kismmin DNA
dizilerinin belirlenmesi ile agik¢a ortaya c¢ikarilmistir. Ayrica, Arabidopsis dikotiledon
oldugundan, tarmmsal oOzellikler ile ilgili bir¢cok biyolojik 6zellik bakimindan bugdaygil

tiirlerine gore farklilik gostermektedir (Bennetzen ve ark. 1998, Devos ve ark. 1999).

Oryza sativa bir bugdaygil tiirii olmasindan dolay1 daha iyi bir model bitki olabilirdi.
Ancak bir model bitkide bulunmasi gereken kisa 6miirlii olma, kiiciik bir fiziki yapiya sahip
olma ve yetistirme sartlarinin basit ve kolay olmamas1 gibi sebeplerden dolay1 iyi bir model
tirde olmas1 gereken sartlari saglayamamaktadir (Draper ve ark. 2001, Xu ve ark. 2005).

Diger taraftan tropikal bir tiir oldugundan Oryza sativa serin iklim patojenlerine dayaniklilik,



soguga tolerans ve vernalizasyon gibi 6zelliklere de sahip degildir (Gaut 2002, Jenkins ve ark.
2005). Bunlara ilave olarak Oryza sativa yukarida saydigimiz serin iklim bugdaygil
tirlerinden farkli bir alt familya igerisinde bulunmaktadir (Draper ve ark. 2001, Febrer ve ark.
2010). Bu nedenle, Oryza sativa orthologous kromozom bolgelerinde bulunan genlerin sirasi
ve DNA dizileri diger serin iklim tiirlerinden farklilik géstermektedir (Jenkins ve ark. 2005).
Bunlardan dolayida serin mevsim bugdaygilleri i¢in biyolojik olarak onlara daha benzer ve
filogenetik olarak daha yakin bir model bitki ihtiyact dogmus ve B. distachyon yeni bir model
sistem olarak sec¢ilmistir (Draper ve ark. 2001). Bu giine kadar tiriin doku kiltiirii
tekniklerinin, mutant hatlarin  gelistirilmesinde kullanilan tekniklerin, gen transferi
prosediirlerinin hali hazirda gelistirilmis olmasi ve genomunun DNA dizilisinin tamamen
belirlenmis olmasi, tiirlin kisa zamanda bugdaygil bitkileri i¢in yeni bir model olarak genis bir
kabul gérmeye baglamasina ve bu amagla kullaniminin her gegen giin dahada artmasina neden

olmustur (Garvin ve ark. 2008).

Ancak B. distachyon’ un Arabidopsis gibi basarili bir model olabilmesi i¢in en 6nemli
sartlardan birisi genis bir genetik varyasyona sahip, ¢ok sayida dogal populasyonu igeren
genetik kaynak kolleksiyonuna sahip olmasidir (Vogel 2011). Bu galismanin amaci daha
once NKU Ziraat Fakiiltesi Tarla Bitkileri Boliimii 6gretim tiyeleri tarafindan tilkemizin farkli
cografik yapr1 ve iklime sahip bolgelerinden toplanmis olan Brachypodium distachyon
aksesyonlarinin sahip oldugu ¢esitliligi incelemektir. 59 adet aksesyonun incelenmis oldugu

tez kapsaminda;

-Koleksiyonda bulunan tiim aksesyonlarin niiklear genom hacimlerini belirlemek,

-Aksesyonlarin morfolojik 6zelliklerini ( bitki boyu, biomas, ¢imlenme- ¢igeklenme tarihleri,
renk, tiylilik ozellikleri, bitki goriisiinii, basak¢ik sayisi, dane sayisi, dane agirhigi....)

gozlemlemek ve tespit etmek,

-142 genotip kullanilarak yapilacak SSR (Basit dizi tekrarlari) analizi ile genotipler arasindaki

cesitliligi incelemek,

-Aksesyonlarin toplandigr lokasyon ve yiikseklik ile genetik ve morfolojik 6zellikler

arasindaki korelasyonu degerlendirmek hedeflenmistir.



2. KAYNAK OZETLERI

2.1.Biyotik ve Abiyotik Faktorlere Karsi Tolerans ile Tlgili Calismalar

Cevresel ve biyolojik faktorlere karsi tolerans ile ilgili Brachypodium distachyon’un
model olarak kullanildig1 ¢ok sayida ¢alisma bulunmaktadir. Bu ¢alismalarda Puccinia sp.,
Fusarium graminearum, Mycosphaerella graminicola vb. patojenler ile kurakliga tolerans ile
ilgili calismalar dikkat ¢gekmektedir.

Fusarium graminearumun neden oldugu Fusarium basak yanikligi (FHB), bugday
dahil kiiciik taneli tahillar lizerinde en ¢ok zarar veren hastaliklardan biridir. Ekemkelik
bugdayda da bu patojene dayaniklilik saglayan gen bolgesi (QTL) halihazirda tespit
edilmistir. Schweiger ve ark. (2010, 2011) ¢alismalarinda Fusarium’un farkli Brachypodium
aksesyonlarinda degisken miktarda detoksifikasyon iirinii meydana getirdigini ve bu patojene
direngle ilgili Bd UDP-galaktozil transferaz (UGTs) gen ailesinin tahminen 177 genden
olustugunu acgiklamiglardir. Ayrica, mayadaki toksin direncini olusturan arpa geni
HvUGT13248 ile en yiiksek sekans benzerligine sahip 6 Bd geni grubunun karakterize
edildigini; altt Bd homologundan sadece ikisinin DON direnci sundugunu; degisken sayida
gen iceren gruplarda olusturulan UGT lerin, ¢eltik ve sorgum ile karsilastirildiginda daha hizl
bir sekilde gelisme gosterdigini bildirmislerdir.

Bluemke ve Voigt (2011) B. distachyon’da F. graminearum enfeksiyonunu hiicresel
seviyede inceleyebilmek icin yaptiklar1 ¢alismada, hastalik semptomlarinin bugdaydaki ne
benzedigini, yabani F. graminearum ve Afg/l enfeksiyonunda DON birikiminde artis
saptanirken, mutant suslar Atri5 ve Agpmkl enfeksiyonlarinda DON tespit edilmedigini
aciklamislardir.

Dufrezne ve ark. (2011) B. distachyon’da potansiyel olarak bulunan dort UGT (UDP-
glycosyltransferases) adayi tanimladiklar1 ¢alismalarinda, tiim dort aday genin F.
graminearum ile inokiilasyondan sonra 72. ve 96. saatler arasinda ve DON uygulamasi
sonrasinda {igiincii saatte giiclii bir sekilde uyarildigini belirlemislerdir.

Peraldi ve ark. (2011b) Oksin tepki faktorii (ARF) 2’nin fonksiyonel bir homologu
olan ve Fusarium’a kars1 diren¢ saglayan geni tasiyan bir Bd mutant hatti belirlemislerdir.
Dogal bitkide de belirledikleri ARF2 geninin FHB hastalik siddetinde ortalama %20 azalma
sagladigini rapor etmiglerdir.

Brachypodium aksesyonlarinin yaprak pasi (Puccinia brachypodii) izolatlarina karsi
farkli seviyede kantitatif diren¢ gosterdigini belirleyen Barbieri ve ark. (2011a, 2011b).
Bd3-1 ve Bd1-1 kendilenmis hatlarina ait 110 bitkiden F2 popiilasyonunu gelistirmiglerdir. F2



bitkilerinden elde edilen sonuglarin F2’den tiretilmis F3 familyasinda dogrulandigini, AFLP,
SNP ve SSR markorlarin1 uygulayarak gelistirilen ve 203 lokus kapsayan 811.8 cM’e
yayilmis yeni bir Bachypodium baglant1 grubu belirlendigini, 2.3 ve 4. kromozomlarda g
yaprak pasi direng geni QTLler (Rpbgl.Rpbg2 ve Rpbg3) tanimlandigini; QTLIeri izole etmek
icin genom sira bilgisine dayanarak Rpbg2 ve Rpbg3 piklerine en yakin 8 aday gen secildigini
ve genlerin kaynaklarda yeniden siralandigini rapor etmislerdir.

Garvin (2011) yaptig1 ¢alismada Brachypodiumun gen kaynaklarinda bugday sapi
pasina (P. graminis tritici) direng igin 6nemli bir dogal varyasyon bulundugunu, ¢ayir otu sap
pasi olan P. graminis phlei-pratensis’a karsi direng olusturan genin izole etme ¢alismalarinin
devam ettigini bildirmistir. Cayir otu sap pasi reaksiyonlarindan farkli olarak kara pas hastalik
fenotiplerinin oldukca cesitli ve direncin yap1 olarak kantitatif olabilecegini, mutant
popiilasyonlarin taranmasiyla artan duyarlilik ve gelismis dirence sahip genotiplerin
tanimlandigini belirtmistir.

Mycosphaerella graminicola bugdayda Septorya Yaprak Lekesi (STB) hastaligina
neden olan bir patojen olup, Avrupa'da 6nemli ekonomik kayiplara neden olmaktadir. O’
Driscoll ve ark. (2011) yaptiklart ¢alismada Brachypodium’un g¢esitli M. graminicola
izolatlar1 ile enfekte edilmeye uygun dogal bir bitki oldugunu; goriilen hastalik
semptomlarinin  bugdayda gozlenenler ile karsilastirildigii ve Brachypodium gen
havuzundaki ¢esitli ekotipler incelendiginde STB hastaligmma karsi farkli tepkiler
goriildiigiinii; inokiilasyondan sonra hastalik semptomlarinin Brachypodium’un tiim toprak
tistii kisimlarinda kaydedildigini ifade etmislerdir.

Marcel ve ark. (2011), fenotipik ve genotipik cesitliligi en {ist diizeye ¢ikaran
toplulugu arastirmak icin sectikleri 40 hattan, diploid Brachypodium kendilenmis hat
koleksiyonu olusturmuslardir. Bu ana koleksiyonu kullanarak  Brachypodium’un,
Magnaporthe oryzae, Fusarium graminearum, Puccinia graminis, P. striiformis, P.
brachypodii gibi fungal patojenlere, ¢eltik ko6k bogum nematodu olan Meloidogyne
graminicola’a ve geltik sar1 mozaik viriisiine konak olma durumunu ve bu patojenlere karsi
tepkisini arastirmiglardir.

Mur ve ark. (2011b) yaptiklarni c¢aligmalarda ABRI1 {izerinden 7 genotipin,
Magnaporthe grisea’ya (¢eltik yaniklig1), pas patojenlerine 6zellikle tag pasina (Puccina
coronata) ve gelisen ¢ayir patojeni Dreschlera spp. yaprak lekesine karsi lokal ve sistemik
direncini arastirmislardir. Calismalar1 sonunda; patojenlere karsi direncin salisilik asitin
artmasiyla degil jasmonik asitteki artisla iliskili oldugunu; Ursollik asit kullanilarak jasmonik

asit biyosentezi inhibe edildiginde azalan yerel ve sistemik diren¢ olustugunu; jasmonat
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biyosentezinde kilit enzimin Lipoksijenaz (LOX) oldugunu; JIC (UK) T-DNA popiilasyonu
(BAAAA466. BAAAAG615) iginde bulunan iki LOX Bd21 T-DNA mutantlarinin ikisinde de
enfeksiyon iizerinde jasmonat birikiminin azalma gosterdigini ve celtik yanikligina karsi
direnc¢ olusturduklarini ag¢iklamislardir.

Zubair ve ark. (2011) yaptiklari ¢alismada; M. grisea’nin inokiilasyondan itibaren
24-28 saat icinde ABRI1 bitkileri ile hassas etkilesim gdsterdigini ve patojenin epidermal
hiicrelere niifiiz ederken amainoasit biyosentezi, TCA dongiisi, trisakkarit ve flavanoid
sentezi ile enerji metabolizmasinda bozulmalara neden oldugunu; ancak bu degisikliklerin
cogunun direngli ABRS bitkilerinin enfeksiyonunda gézlemlenmedigini; ABR5’de M. grisea
enfeksiyonuna metabolik bir tepkinin inokiilasyondan 8 saat sonra basladigini ve 24 saat
sonra enfekte olan ABRS bitkilerinde 6nemli derecede yiiksek seviyelerde belirli antifungal
bilesikler (6rn. sphingofungin E), 25 saat sonra ise pantotenik asit tuzu, malibionat, PC (18:2).
PC (18:3) ve 2-16:1-lysoPG gibi fosfolipidler dahil bir dizi diger bilesik toplandigin1 ve M.
grisea’nin hassas bitkilerde bitkinin savunma metabolizmasini enfeksiyon siirecinin erken
asamasinda manipiile edebildigini aciklamislardir.

Giinlimiizde yasanan ¢evre sorunlari nedeniyle daha az suyla énemli miktarda {iriin
veren, kurakliga toleransl tahil tiir ve .esitlerinin gelistirmesi ihtiyaci bulunmaktadir. Luo ve
ark. ( 2011) Amerika Birlesik Devletleri Tarim Bakanligi (USDA) Dogal Bitki Germplasm
Sistemi (NPGS) tarafindan gelistirilmis Brachypodium dogal hat koleksiyonu {izerinde
yaptiklar1 kurakliga tolerans ile 1ilgili caligmalarinda, koleksiyon igerisinde Onemli
varyasyonlarin oldugunu saptamislardir.

Mur ve ark. (2011b) 118 Brachypodium genotipininin nispi su igerigi ve sitoplazmik
membran stabilitesini inceleyerek kuraklik toleransini degerlendirdikleri ¢alismalarinda, Bd2-
3’tin kurakliga karst en duyarli, ABRS5’in ise en toleransli oldugunu kanitlamislardir.
Bitkilerden elde edilen polar ve apolar 6zleri Electrospray lonisation Mass Spectrometry
(ESI-MS) ile incelediklerinde, poliamin, arginin ve antioksidan gibi metabolitlerin miktarinin
ABRS5’de bir artig gosterirken, Bd2-3’de ise bu metabolitlerin miktarinda herhangi bir artigin

gerceklesmedigini belirlemislerdir.



2.2.Hiicre Duvar1 Yapisi ve Biyoyakit Uretimi ile Ilgili Cahsmalar

Yeryliziinde kullanilmayan rezervlerin en biiyiigiinii bitki biyokiitlesi olustururken, bu
rezervin ¢ogunlugunu ise hiicre duvarlari meydana getirmektedir. Enerji bakimindan zengin
polisakkaritler bitki hiicre duvarlarinin yaklasik % 75’ini olusturmaktadir. Bu polimerler
biyoetanol gibi bazi iiriinlerin elde edilmesinde kullanilmaktadirlar. Ancak, hiicre duvarlariin
karmasik yapisi, gesitli polisakkarit ve glikoproteinlerin bir ag olusturmasi, ikincil duvarda
fenolik bilesiklerin bulunmasi bozulmaya karsi hiicre duvarlarin1 dayanikli hale getirmektedir.
Hiicre duvari yapisi manipiile edilerek sekerlenmesi kolaylastirilir ise birim biyokiitle basina
elde edilen biyoyakit miktar1 arttirilabilecektir (Jamet ve ark. 2011). Bu amagla yapilan

calismalara baz1 6rnekler asagida verilmistir.

Gomez ve ark. (2008) monosakkaritlerden olusan seliilozik olmayan hiicre
duvarlarinin tarimsal acidan Onemli akraba otlar ile benzer dikotil model Arabidopsis
thaliana® da ise Onemli Ol¢lide farkli oldugunu agikladiklart galismalarinda, hidroliz
reaksiyonlart ile bitkiler arasindaki sakkarifikasyon farkliliklarini tespit edebilmek i¢in hassas
bir test gelistirmislerdir.

Christensen ve ark. (2010) B. distachyon, Hordeum vulgare ve Triticum aestivum
fidelerinin primer hiicre duvarlarinin yapisini karsilastirdiklari ¢alismalarinda; (1.3; 1.4)-beta-
D-glukan sentezinin hiicre uzamasi gergeklesen biiyiime evrelerinde goriildiigiinii; sentez
sirasinda sifreyi veren genlerden F (CSLF) ailesinden seliiloz sentaz, CSLH ve CSLJ sentaz
genlerindeki transkripsiyonal mekanizmanin iiretilen (1.3; 1.4) -beta-D-glukan miktarina denk
olmadigini belirlemislerdir. Ayrica, CSLF6 transkripsiyonunun ¢ bitki tiiriinde de benzer ve
diger transkripsiyonlardan ¢ok daha fazla oldugunu; CSLH transkripsiyonunun B.
distachyon’da diger tiirlere nispeten daha fazla oldugunu ancak diger tiirlerden neredeyse
fark edilmedigini; her ii¢ tirde de fide biliylimesi siiresince Arabinoxylans siirekli
arttigini,ancak bu maddelerin az miktarinin yedek, biiyiikk ¢ogunlugunun hiicre olgunlagsmasi
sirasinda matriks duvarinin i¢ kisminda capraz bag olusturdugunu agiklamislardir. Diger
taraftan B. distachyon’m diger iki tirden farkli olarak yiiksek derecede arabinose
substitutionuna, ikili formda iken yiiksek oranda ferulik aside ve fazla miktarda ester-
baglantili p-kumarik asite sahip oldugunu agiklamiglardir.

Guillon ve ark. (2010) yaptiklar1 c¢aligmada; hiicre duvart polisakkaridinin
Brachypodium distachyon’in endosperminde yaklasik % 52 (w/w), diger tahillarin
endospermlerinde ise % 2-7 (w/w) oraninda bulundugunu; endospermde tipik bir depo

polisakariti olan nisastanin % 10’dan (w/w) daha az, bliylik olasilikla depo polisakkarit
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gorevini goren temel polisakarit (1-3) (1-4)-B-glukan’in % 40(w/w) oraninda bulundugunu;
(1-3) (1-4)-B-glukana ilaveten endosperm hiicrelerinin 6nemli miktarda seliiloz ve ksilan
icerdigini; B. distachyon taneciginde ferulik asidin arabinoksilana oraninin incelenen diger
tahillara gére daha yiiksek oldugunu; orta lamelde ve endospermde madde depolayan
hiicrelerin ~ birlesim  bolgelerinde bulunan Feruloylated rabinoksilanin hiicre-hiicre
birlesmesinde potansiyel bir role sahip oldugunu; B. distachyon taneciklerinin diger tahil
taneciklerinde karsilasilan tiim hiicre duvar polisakaritlerini igerdigini agiklamislardir.

Handakumbura ve ark. (2011) ikincil hiicre duvar1 biyosentezinin transkripsiyonel
diizenini anlamak i¢in yaptiklar1 calismada, yapay mikroRNA’lar kullanarak seliiloz ve lignin
ile iligkili genleri belirlemislerdir. Arastirmacilar bu ¢alismalar1 gelistirerek lignin sentezine
neden olan diizenleyici aglar1 ¢oziimlemeyi amagladiklarini ifade etmislerdir.

Harrington ve ark. (2011) ikincil duvar olsumunun zamanlamasini anlayabilmek i¢in
yaptiklart c¢alismada, ¢esitli fiziksel ve kimyasal yontemler uygulayarak sklerenkima
hiicrelerinin farklilagsmasi ve olgunlasmasinin molekiiler diizenleyicilerini (6rn. transkripsiyon
faktorleri ve/veya islem enzimleri) ve hiicre duvari yapisindaki maddeleri analiz etmislerdir.
Aragtiricilar bu ¢alismanin sonund biyokiitle sakkarifikasyonunu gelistirmek i¢in gerekli
diizenleyicileri tanimladiklarini agiklamislardir.

Hilde ve ark. (2011) Brachypodiumun verim 0Ozellikleri ve sakkarifikasyon
potansiyelindeki dogal varyasyonu arastirdiklar1 ¢alismalarinda, Bd21, Bd21-3 ve 4 yabani
aksesyonun (pil85133, pil85134, pi245730 ve pi254867) toplam dal sayisi, kuru madde
miktart ve tohum verimi gibi Ozelliklerinde Onemli farkliliklar tespit etmislerdir.
Aksesyonlarin sakkarifikasyon potansiyellerinin 132,75 mg glikoz/g biyokiitle (pi185133) ve
187,23 mg glikoz/g biyokiitle (pi254867) arasinda degistigini, Bd21 ve Bd21-3
aksesyonlarinda orta diizeyde (sirasiyla 151,27 ve 155,56 mg glikoz/g biyokiitle) seker
saliimi goriildiigiinii rapor etmislerdir.

Jamet ve ark. (2011) hiicre duvari genislemesinde ve ikinci duvar olusumunda rol
oynayan hiicre duvari proteinlerini tanimlamak amaciyla yiirtttiikleri ¢alismalarinda; yaklasik
360 hiicre duvari proteinini tanimladiklarini, bu proteinlerin bazilarimin geng veya olgun
organlarda daha bol bulundugunu bildirmislerdir.

Legay ve ark. (2011) farkli ikincil hiicre duvart polimerlerine dair yaptiklari
caligmada, sectikleri 22 dogal Brachypodium aksesyonunu toplam biyokiitle {iretimi
bakimindan 3 gruba ayirmislar ve aksesyonlar arasinda lignin ve polisakarit yapisinda biiyiik
bir varyasyon oldugunu belirlemislerdir. Ayrica hiicre duvart yap1 farkliliginin biyoetanol

tiretimi lizerindeki potansiyel etkisini sakkarifikasyon analizleri yoluyla degerlendirmislerdir.
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Bitkilerde  Lignoseliilozik  biyokiitle  polisakkaritlerin ~ biiylikk  ¢ogunlugunu
olusturmaktadir.. Ligninosellillozun par¢alanmast olduk¢a zordur. Bu nedenle enerji
iretmeden Once fermente sekerlere doniistirmek ic¢in pahali enzim uygulamalari
gerektirmektedir..

Marriott ve ark. (2011) calismalarinda bitki dokularinin sakkarifikasyonundaki
farkliliklar1 giivenilir bir sekilde tespit edebilen, ¢ok sayida numuneyi az miktarda insan
miidahalesi gerektirecek sekilde hizlica isleme kabiliyetine sahip, 96 tabaka formatinda
sakkarifikasyon analizi gergeklestirebilecek analitik bir platform gelistirmislerdir. Kimyasal
olarak mutasyona ugramis iki popiilasyonu (INRA ve USDA’dan) taradiklarinda ise seker
saliniminda nispeten fazla miktarda varyasyon oldugunu (% +70 ve % -50) belirlemislerdir.

Meineke ve ark. (2011) calismalarinda, B. distachyon ile potansiyel biyokiitle
saglayan monokotil bitkilerden bugday, misir ve Miscanthus x giganteus’ tan aldiklar1 yaprak
ve saplardan etanol tiretimi ve hiicre duvari yapisini karsilastirmislardir. Caligmalart sonunda;
B. distachyon’ n hiicre duvari yapisinin ve fermantasyon 6zelliklerinin test edilen tahillar ile
benzerlik gdsterdigini, verilere bakildiginda en yiiksek korelasyonun yakin akraba olan
bugday ile degil, misir ve M. giganteus ile oldugunu belirtmigler ve enerji tiretimi igin
kullanilan tahillarda hiicre duvart degisikliklerinin lignoseliilozik etanol tiretimi {izerindeki

etkisini arastirmak i¢in model bitki olarak B. distachyon’1 6nermislerdir.



2.3. Morfolojik Ozellikler, Tohum Yapisi ve Gelisimi ile Tlgili Cahismalar

Morfolojik o6zellikler tipki genetik oOzellikler gibi canlilarin siniflandirilmasinda
oldukca 6nemlidir. Bitkinin boyu, c¢igcek yapisi, meyve yapisi, dal sayisi, tohum miktari,
gelisme basamaklart ve benzeri gibi baz1 6zellikleri bitkilerin yakin akrabalarindan kolayca
ayrilmasini saglamaktadir. B. distachyon’un bir model bitki olmasindan dolay: ¢igeklenmesi
arastiricilar  igin 6nemlidir. Brachypodiumuz laboratuarlarinda model olarak kullanan
arastirmacilar ¢igeklenme igin bitkinin vernalizasyona ihtiya¢ duydugunu rapor etmislerdir
(Draper ve ark. 2001). Ancak vernalizasyon siiresinin iyi ayarlanmasi gerektigi, uzun
vernalizasyonun ¢i¢cek a¢mayr engelledigi, dal - sap sayisini, kardeslenmeyi ve tohum
tiretimini azalttigini; hatlar arasinda bagsakli sap sayisi, sap basina tohum sayisi ve saplar ile
tohumlarin birlesme sekilleri bakimindan varyasyonlara neden oldugu bildirilmistir (Vogel ve
ark. 2009). 2002 yilinda Ulusal Bitki Germplasm Sistemi arastirmacilari Brachypodium’un
vernalizasyona ihtiyag duymadan serada yetistirerek tohum elde etmeyi basarmislardir
( Garvin ve ark. 2008).

Vogel ve Bragg (2009) yaptiklart ¢alismada iilkemizin kuzey ve i¢ kisimlarindan
toplanan Bd1-1. Bd18-1 (Kaman- Kirsehir) ve NA hatlarinin vernalizasyon ihtiyaglarinin 8-12
hafta, giiney kesimlerinden toplanan hatlarin 4-6 hafta,Irak gibi daha gilineyden toplanan
hatlarin ise 2-3 haftada vernalize olduklarim1 agiklamislardir. Ayrica bir grup kendilenmis
hattin (Bd2-1, Bd3-1, Bd21, Bd21-3) uzun giin kosullar1 altinda (20 saat 151k, 4 saat karanlik)
yetistirildiginde vernalizasyon ihtiyaclarinin olmadigini bildirmislerdir.

Morfolojik c¢aligmalarda lokasyon ve deniz seviyesinden yiiksekligin morfolojik
ozelliklere etkisi en fazla dikkat ¢ceken konulardandir. Filiz ve ark. (2009a) Tiirkiye'nin 45
farkl1 cografik bolgesinden topladiklar1 164 aksesyonun molekiiler (¢ekirdek ve organel
genetik yapisi), biyolojik ve sitolojik ¢esitliligini arastirdiklar1 ¢aligmalarinda; 146 saf hat
olusturduklarini; hatlarin ¢igeklenme zamaninin 7-22 hafta, tohum iiretiminin 4-193 tohum/
bitki ve biomasin 15-77 gr arasinda degistigini agiklamiglardir.

Vogel ve ark. (2009) Tiirkiye’den 56 farkli lokasyondan toplanan 187 diploid hatlari
kullanarak yaptiklari ¢alismalarinda tohum agirliginin 2,5 -5,9 mg/tohum arasinda degistigini,
ortalama tohum biiyiikliigliniin 4,1 mg/tohum oldugunu, lokasyonlara gére tohum agirliklar
arasinda onemli farkliliklar bulundugunu ve Tekirdag’dan gelen hatlarin (ortalama 3,3
mg/tohum) diger hatlara gére (ortalama 4,3 mg/tohum) en diisiikk agirliga sahip oldugunu
belirlemislerdir. Ayrica Tekirdag hatlarinin lemmalari tizerinde ¢ok kisa tiiylerin bulundugunu,
genel olarak diger hatlarin lemmalarinin ¢ok tiiylii oldugunu; Bd18-1 tohumlarinda Tekirdag

hatlarina benzer tiiylerin bulundugunu rapor etmislerdir.

9



Neji ve ark. (2011) Tunus ‘tan topladiklart 9 populasyonu 18 morfo-fenolojik 6zellik
bakimindan karakterize etmislerdir. 180 hattan elde ettikleri verileri istatistiki olarak
degerlendirdiklerinde populasyonlar arasinda tiim Ozellikler i¢in farkliliklar oldugunu,
populasyon ici ve populasyonlar arasi akrabalikta fenotipik 6zellikler arasindaki gesitliligin
onemli oldugunu vurgulamislardir. Populasyonlar arasinda basak ¢ikarma tarihi, sap basina
internod sayisi, yaprak uzunlugu ile seklindeki (form) gesitliligin, populasyon iginde ise diger
Ozelliklerdeki gesitliligin  hakim oldugunu belirlemislerdir. Populasyonlar arasindaki
benzerlikleri analiz ederek elde ettikleri dendogramda belirgin bir cografi yapilanmay1
yansitan iki grup tespit etmisglerdir.

Jaroszewich ve ark. (2012) Iran, Pakistan, Yunanistan, Fransa, Ispanya, Afganistan,
Tiirkiye, Fas, Italya, Portekiz, Avustralya ve Bulgaristan’dan toplanan B. distachyon
aksesyonlarinin morfolojik varyasyonunu belirlemek amaciyla yaptiklari c¢alismalarinda;
bitkilerin vejetasyon siireleri ve fazlar1 arasinda farkliliklar oldugunu, bunun dogal
populasyonlarin kendilenmis hatlarininin karistmindan kaynaklandigini ve bu nedenle
popiilasyonlarin 6zellikle ¢igeklenme periyotlarmin biiyiik farkliliklar gosterdigini, bu
farkliliklarin tiire dogal selekiyon sirasinda avantaj sagladigini belirtmislerdir.

Oney (2013) Tiirkiye’nin 110 farkli lokasyonundan toplamis oldugu B.distacyhon
populasyonlarininn morfolojik 6zelliklerini arastirdigi calismasinda; Akdeniz Bolgesinde
yayilig gosteren diploid ekotiplerin kisa boylu (5-18 cm), ciliz, ¢evresel kosullardan kolaylikla
etkilenebilen, dik, seyrek basakli, agik sar1 renkte, tohum boylar1 6,11- 8,54mm arasinda
degisen, kilgik uzunluklar1 6,82- 14,41 mm araliginda, 1-4 adet basakli, 1-6 adet basak¢ikl
oldugunu tespit etmistir. Tetraploidlerin ise bitki boyunun diploid ekotiplerden 2-3 kat daha
fazla (18 -33 c¢cm), dik, yar1 yatik ve yatik fomlarda, dolgun basakli, sik basakg¢ikli, tohumlar
koyu kahverengi renkte ve 6,84- 8,86 mm boy uzunluguna sahip, kilgik uzunluklar1 8,78-
14,94 mm araliginda, 1-4 basakli, 1-5 basak¢ikli oldugunu belirlemistir. Ayrica tetraploid
populasyonlarda 800 m‘ye kadar deniz seviyesinden yiikseklik ile bitki boyu arasinda pozitif,
800 m’den sonra negatif korelasyon oldugunu, tetraploid aksesyonlarda kil¢ik uzunlugu ile
yiikseklik arasinda negatif bir iligski bulunurken tohum boylari ile yiikseklik arasinda herhangi
bir iliski bulunmadigini, yiikseklik artisina bagh olarak diploid ve tetraploid populasyonlarda
basak ve basakg¢ik sayisinda azalma oldugunu rapor etmistir.

Brachypodium’un morfolojik 6zellikleri ve gelisim basamaklarinin  bugday,
arpa....gibi bitkiler ile karsilagtirmali olarak incelendigi ¢alismalar da model bitki agisindan
biiylik onem tagimaktadir. Watt ve ark. (2009) Brachypodium ve bugdayin, kdk ve
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govdelerinin gelismeleri ile anatomik yapilarinnin yiiksek oranda benzerlik gosterdigini
belirlemislerdir. Ancak Brachypodium’un (1) bugdaya (3-5) gore daha az sayida ligulaya
sahip oldugunu ve tohum iizerinde uzun bir mezokotil tasidigini rapor etmislerdir.

Hands ve ark. (2011) galismalarinda, B. distachyon’in tane yapisini ve gelisimini
kiiltiire alinmig bugday taneleri ile karsilastirmislardir. Brachypodium ve bugday taneleri
arasinda endosperm doku organizasyonunda, doku yapisinda ve depolama rezervlerinde
farkliliklar oldugunu, Brachypodium tanesindeki aleuron katmaninin bugdaydaki kadar
belirgin veya bolgesel olarak farklilasmadigini ve modifiye edilmis bir aleuron bolgesi
bulunmadigini belirlemislerdir. Ayrica, merkezi endospermdeki hiicre duvarlar1 ile
epidermisin belirgin ve tanecik gelisimi boyunca kalic1 oldugunu; bu 6nemli tanecik yapisal
farkliliklarin Brachypodium’un filogenetik pozisyonunu ve Triticeae ile geltik arasinda olan
pozisyonunu yansittigini ifade etmislerdir.

Opanowicz ve ark. (2011) Brachypodium’ un endosperm gelisimini inceledikleri
caligmalarinda; aleuron bolgesinin bugday gibi farklilasmadigini, merkez endosperm ve
nucellar epidermisin bir depolama materyali olarak kullanilabildigini ve hiicre duvarlari
bilesiminin bugdaydan ¢ok arpa ile yulafa yakin oldugunu agiklamiglardir.

Tanackovic ve ark. (2011) calismalarinda, Bd21 ve Bd21-3 hatlarinin nisasta
graniillerinin amilopektin zincir uzunlugu dagilimini, fosfat ve amiloz igerigini mikroskopik,
kimyasal ve yapisal olarak inceleyip arpa ile karsilastirmislardir. Hatlarin ¢ekirdek nigasta
icerigi ve nisasta graniil boyutunun arpadan (Hordeum vulgare) 6nemli derecede diisiik, B-
gliikan igeriginin ise arpadan ¢ok daha yiiksek oldugunu ve bu verilerin hatlarin yapisal
acidan tahillara yakin akraba olduguna kanit olarak kullanilabilecegini agiklamiglardir.

Guillon ve ark. (2012) Brachypodium karyopsisinin gelisimini {i¢ ana evreye
ayirdiklart ¢aligmalarinda, B-glukanlarin agirlikli olarak endospermde depolandigini ve
birikme diizeninde birikme diizeninde lokal varyasyonlar goriildiigiinii, diger tahillar ile
karsilastirildiginda Brachypodium’da yeni p-glukanlarin tespit edildigini ve nisasta
azaldiginda B-glukanlarima karbonhidrat deposu gorevi gordiigini agiklamiglardir.
Karyopsiste yiiksek miktarda protein (6rn.: globulin ve prolamin) bulundugunu, bu
proteinlerin geltikte de bulundugunu ancak Pooideae igin sira disi olan iki farkli alt hiicresel
yapida depolandigini, gelisimin son asamasinda tanenin kurumasina ragmen kuru madde
miktarinin oldukca sabit kaldigini bildirmislerdir.

Morfolojik ozellikler ile ilgili ¢alismalara Benjamin ve ark. (2011) ile Catalan ve
ark. (2011)’1n yaptig1 ¢alismalar ve Poire ve ark. (2011)’in gelistiridigi yontemler de giizel
orneklerdir. Benjamin ve ark. (2011) kontrollii gevre kosullar1 [22°C, % 65 Nem, 20s 1s1k,
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95 umol.m?s® (LED aydinlatma)] altinda gelistirdikleri B. distachyon’un (Bd21-1)
organlariin kuru ve taze kiitlelerini ekimden itibaren her yedi giinde bir dlgmiisler ve 70
giinliik bitkilerde ana sap, kok filizleri ve basakgiklar1 saymislardir. Taze ve kuru filiz
biyokiitlesi veriminin maksimum oranlarinin sirastyla 29,5 ve 14,1 mg/giin oldugunu ve bu
degerlere ekim sonrasi 49. ve 72. giinlerde ulasildigini, 42. giinde tesadiifi koklerin taze
kiitlesinin seminal kdklerden 6nemli derecede yiiksek oldugunu; taze ve kuru kok biyokiitlesi
veriminin maksimum oranlarinin sirasiyla 6,9 ve 0,8 mg/giin oldugunu ve bu degerlein 37. ve
43. giinlerden sonra elde edildigini bidirmislerdir.

Catalan ve ark. (2011) ¢ farkli B. distachyon sitotipini ayirdedebilmek igin
yaptiklar1 ¢alismada 15 morfoanotomik 6zellik incelemislerdir. Bu ozelliklerden 12 tanesi
kantitatif ozelliklerdir. Calismalar1 sonunda bitki yiiksekliginin 26,1 + 5,6°, bayrak yaprak
uzunlugunun 6,7 + 1,3, bayrak yaprak genisliginin 2,8 + 0,3", yaprak stoma uzunlugunun
23,2 + 2,5° ciceklenme siiresinin 3,2 + 1,1% basakcik uzunlugunun 16,3 + 3,1b, basakeik
uzunlugunun (tabanindan dordiincii lemmasinin apekse, dikenlerin olmadan) 12,7 + 0,7b, ust
kavuz uzunlugunun 7,2 + 0,6b, lemma uzunlugunun 8,1 + 0,6° kilcik uzunlugunun 11,4
+ 1,1% karyopsis uzunlugunun 6,7 + 0,3% polen tane boyutunun 29,9 + 1,8%, culm
yiiksekliginin 3,3 + 0,9% cigeklenme basma basak¢ik sayisimin 2,7+ 0,9% ve ¢iceklenme
basina ¢igek sayisinin 7,0 + 1,5° oldugunu belirlemislerdir.

Poire ve ark. (2011) Brachypodium'da biiyiime, biyokiitle, fotosentez, kok biiytimesi
ve yapisinin incelenebilmesi amaciyla bir dizi analizler gelistirmislerdir. Dogal ortamda
yetisen Brachypodium’ larin fenotiplerinde, 06zellikle toplam kok uzunluklarinda, kok
tiplerinde (nodal ve seminal kok sistemleri) ve filiz/kok oraninda onemli varyasyonlarin
goriildiigiinii; bu fenotipik 6zelliklerin optimal kombinasyonunu tanimlamak ve altta yatan
sorumlu genomik bolgeleri tespit etmek amaciyla ¢elisen ekotipleri, sinirli su ve besin
maddeleri altinda yetistirerek, yiiksek ¢ozlnirlikli gortntileme analizi tekniklerini

kullanmislardir.
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2.4.Sitogenetik Alanindaki Cahismalar

Sitogenetik ¢alismalar, model tiirlerden karmasik olanlara kadar fiziksel/genetik
haritalama igin gelistirilen markorlar, gen veya sekanslarinin agiklanmasi ve incelenen
ozellikler sayesinde, tahillarda olusturulan atasal bitki genom yapisi, kromozom yapisi ve gen
iceriginde yiiksek ¢oziintirliiklii translasyonel genomiklerin gerceklestirilmesi gibi ¢caligmalari
icine almaktadir. Bu konularda yapilan gesitli calismalar asagida kisaca 6zetlenmistir.

Hasterok ve ark. (2004) yaptiklart ¢alismada, modern sitogenetik teknikler
kullanarak Brachypodium distachyon’in poliploid ekotiplerinin sitotaksonomisini ilk kez
incelemislerdir. tDNA ve genomik DNA problar1 kullanilarak yapilmis olan in situ
hybridizationanalizleri ile poliploid ekotiplerin kompleks evrimi ve hybrid orijinleri agiga
cikartlmistir.

Olsen ve ark. (2006) c¢ok yillik ¢im ve Arabidopsis’ten aldiklar1 LpTFL1 ve TFL1
genlerini iki farkli B. distachyon aksesyonuna uygulamiglardir. LpTFL1 ve TFL1 nin heriki
aksesyonda da ciceklenmeyi baskiladigini ve T1 jenerasyonundaki bitkilerde basak
olusumunun 10 hafta geciktigini rapor etmislerdir. Ayrica B. distachyon’in kisa hayat
dongiisii ve hizli transformasyon sistemi sayesinde ilk yil icinde T1 jenerasyonunda
basaklanma tarihi analizlerinin yapilabildigini agiklamislardir.

Vogel ve ark. (2006b) yaptiklar1 ¢caligmada, yapraklar, yaprak sap1 ve kinlari, kokler,
kallus ve gelismekte olan tohumlu basaklardan olusan bes cDNA kaynagindan 20,440 (ESTs)
fonksiyonel gen segmenti siralamiglardir. Calismalarinda, EST'lerin ortalama 650 bp
uzunlugunda kesildigini, yikilan niikleotid dizilerinin SwissProt ve GenBank veritabanlari
karsilagtirilarak siralandigini, toplam EST'lerin % 99,9’unun mevcut protein veya niikleotid
dizileri ile bazi benzerlikler gosterdigini bildirmislerdir. Ayrica, Lignin altbirimlerinin
biyosentezinde rol oynayan genlerin homologlarini belirlediklerini, bu EST koleksiyonunun
hiicre duvart yapisinin incelenmesinde yararli olacagini; filogenetik analizler i¢in
kullandiklart bir ESTs ikincil dizisinin Brachypodium ile bugday ve arpa arasinda yakin
iligkiyi destekledigini aciklamiglardir.

Huo ve ark. (2008) Brachypodium niiklear genomunun % 10,9 “unu kapsayan 64,696
adet BAC ve BES markorii tanimladiklart ¢alismalarinda, genomun %11°inin tekrarlit DNA
dizilerinin olusturdugunu belirlemislerdir.

Filiz ve ark. (2009b) Tirkiye'nin 45 farkli cografik bdlgesinden topladiklar1 164
aksesyondan elde ettikleri 146 saf hatti kullandiklari g¢alismalarinda; bu hatlardan 116
tanesinin diploid oldugunu, ve yapilan AFLP analizlerine gére hatlarin biiyiik bir genetic
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cesitlilige sahip oldugunu saptamislardir. Ancak organel genom bakimindan ¢esitliligin gerek
hatlar i¢i ve gerekse hatlar arasinda oldukga diisiik oldugu saptanmistir. Bununla beraber
yapilan bu c¢alismada kullanilan hatlarn cografik dagilimmnin, c¢ekirdek veya organel
genomunun gesitliligi ile 6nemli bir baglantisinin olmadigitespit edilmistir.

Kisha ve ark. (2009) AFLP ve TRAP markérleri kullanarak USDA’dan temin
ettikleri 30 Brachypodium aksesyonunda genetik g¢esitliligi incelemiglerdir. Yapilan bu
calismada aksesyonlarin genetik Ozelliklerine gére Orta Dogu, Kafkasya-Irak ve digerleri
(Giiney Afrika, Avurstralya, Avrupa, Kuzey Afrika ve Giiney Amerika) seklinde 3 grup
olusturdugunu, ve aksesyonlar arasinda genetik ¢esitliligin ¢ok diisiik oldugunu saptamislardir.

Unver ve Budak (2009) yaptiklari ¢alismada, bazi miRNA'larin ekspresyon
seviyelerinin 6nceden belirlenenden farkli ve bazilarinin yaprak dokularindakilere benzer
oldugunu tespit etmislerdir. Ayrica bu miRNA'lar1 kullanarak, B. distachyon’in NCBI EST
veritabaninda 27 potansiyel hedef mRNA’y1 ve bitki tiirlerinde protein kodlayan niikleotid
(mRNA) NCBI veritabaninda 246 hedef mRNA’y1 tahmin etmislerdir. Ayrica hedef
mRNA'larin ¢ogunlugunun bitki gelisimi, morfolojisi ve ¢igeklenme zamanimni diizenleyen
transkripsiyon faktorlerini sifreledigini agiklamiglardir.

Kumar ve ark. (2009) ¢alismalarinda Brachypodium, bugday ve celtik genomlari
arasindaki orthologous iligkisini arastirmak i¢in ¢akisan Brachypodium EST’leri
kullanmiglardir. Yaptiklar1 dizi analizlerinde, ¢akisan 3,818 Brachypodium EST’si (bEST) ile
3,792 bugday EST’sinin (WEST) fiziksel olarak eslendigini, cakisan 449 bEST ’in bugdayin
21 kromozomunun orthologous alanlarmin timiinde 1,154 wEST ile eslenmeler
olusturdugunu belirlemislerdir. Ayrica, benzer olarak geltigin 12 kromozomunda da ¢akisan
743 bEST in celtigin 6zel gen diziliminde yayildigini, ¢akisan 183 bEST’in bugday ve celtik
gen dizilimlerinin herikisinde de bulundugunu tespit etmislerdir.

Vogel ve ark. (2009) ¢alismalarinda, Tirkiye'den farkli lokasyonlardan toplayarak
gelistirdikleri 84 kendilenmis hattin genotipik karakterizasyonu inceleyebilmek i¢in BAC ve
EST dizilerinden 398 SSR markoérii olusturmuslardir. 56 lokasyondan 187 diplod hatt1 43 SSR
markori ile analiz ettiklerinde hatlarin dnemli genetik cesitlilige sahip oldugunu, genotipler
ile genis cografi bolgeler arasinda bazi korelasyonlar oldugunu, ancak o bolgelerdeki farkli
lokasyonlarda yiiksek diizeyde genotipik cesitlilik belirlendigini agiklamiglardir. Genetik
cesitliligin ciceklenme zamani, tohum biiyiikliigli ve bitki yapisindaki degisiklikleri ortaya
cikardigimi belirttikleri calismalarinda Brachypodium’larin dogal kendillestirilmesi gerektigini

vurgulamiglardir.
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Wolny ve Hasterok (2009) Brachypodium cinsinin (B. arbuscual, B. retusum, B.
rupestre, B. phoenicoides, B. pinnatum, B. distachyon ve B. sylvaticum) genomlarinda
karsilastirmali sitogenetik analizler yapmislardir. Cins igerisinde en az kromozom sayisinin
2n=10 ile B. distachyon’ a, en fazla kromozom sayisinin 2n=38 ile B. retusum’a ait oldugunu,
en kiigiik genom biiytikliigiiniin 0,631pg/2C ile B. distachyon, en biiyiik genom biiyiikliigiiniin
ise 2,57 pg/2C ile B. retusum tiiriinde tespit edildigini bildirmislerdir. Yaptiklari GISH
analizleri sonucunda 2n=28 kromozomlu B. pinnatum tiiriiniin, B. distachyon (2n=10) ve B.
pinnatum (2n=18) tiirleri arasinda interspesifik bir hibrit oldugunu ve B. retusum ile B.
phoenicoides tiirlerinin allopolyploid oldugunu agiklamiglardir

Bevan ve ark. (2010) calismalarinda, Brachypodium distachyon‘in kompakt
genomunun tam dizilimini agiklamiglardir. Arastirmacilar yaptiklari deneylerde birgok olumlu
ozelligini kanitladiklar1 Brachypodium ‘un biiyiik ve karmagik genomlu yakin akraba bitkiler
icin nasil kullanilabilecegini gostermislerdir.

Demircan ve Akkaya (2010) yaptiklart ¢alismada, RNA interferans yoluyla gen
fonksiyon kaybina hizli ve etkili bir yontem olan, viriis kaynakli gen susturulmasi (VIGS)
metodunu ilk kez gergeklestirmislerdir. Calismalar1 sonunda bitki enfeksiyonundan sonra
gRT-PCR ile Pds geninin ifadesinin azaldiginin dogrulandigini, BSMV(Barley Stripe Mosaic
Virus) enfeksiyonunun etkisinin GFP sifresi igin olusturulan vektoriin kopyas: ile test
edildigini, bu model organizmada bitkisel genlerin fonksiyonlarini1 degerlendirmek i¢in VIGS
aracilifiyla BSMV nin kanitlanmasinin 6nemli bir adim oldugunu agiklamiglardir.

Garvin ve ark. (2010) ¢alismalarinda, diploid Bd3-1 ve Bd21 hatlarini ¢aprazlayarak
elde ettikleri F2 populasyonuna ait 1386 cm zunlugunda ve 20 baglanti grubu arasinda
dagitilmis 139 markorii igeren bir genetik baglanti haritasi olusturmuglardir. Ayrica bu
baglant1 haritas1 ile c¢eltik genomik sekansi arasindaki onemli makrosynteni bdlgelerini
belirlemislerdir.

Breiman ve ark. (2011 ) calismalarinda Tel-Aviv Universitesi Tahil Bitkileri
Gelistirme Enstitiisii'nde bulunan koleksiyonda yer alan Bd aksesyonlarindan 272 bitkinin
DNA igerigini incelemisler ve 23 bolgeden toplanan 93 bitkinin diploid BD21 hatt1 ile benzer
DNA igerigine sahip oldugunu, digerlerinin ise 2 kat DNA igerdigini ve biiyiik olasilikla
allopoliploidi olduklarini agiklamislardir.

Huo ve ark. (2011) tek niikleotid polimorfizmi (SNP) markorlart ve F;
poplulasyonundan 476 birey kullanarak Brachypodium’ un yeni bir genetik baglanti haritasini

gelistirmislerdir.
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Mochida ve ark. (2011) yaptiklari ¢alismada, biyotinlenmis CAP tutucu yontemini
kullanarak Brachypodium distachyon Bd21 susunun ¢esitli dokularindan cDNA kiitiiphanesi
olusturmuslardir.  Ayrica, Pooideae’deki ortholog kaynaklarini giincellemek igin
Brachypodium, bugday ve arpanin tam uzunlukta ¢cDNA veri grubunun Karsilastirmali
analizlerini gerceklestirdiklerini ve bu bilgileri diger bilgiler ile entegre edebilmek icin veri
tabani (RIKEN BrahcyFLcDNA DB ) olusturduklarini agiklamislardir.

Mur ve ark. (2011a) calismalarinda italya, Fransa, Bulgaristan, Kuzey ve Giiney
Ispanya, Fas ve Israil isbirligi ile bu iilkelerden toplanan Brachypodium distachyon ve
Brachypodium hybridum’lar dan gen kaynaklari koleksiyonu olusturduklarmi ve gen
kaynaklar1 icindeki genetik c¢esitliligin mikrosatellit bdlgelerindeki polimorfizm ile
degerlendirdiklerini bildirmislerdir. Aksesyonlardaki genetik ¢esitliligin, Bati ve Dogu
Avrupa aksesyonlari ile Brachypodium tiirleri arasindaki farkli polimorfizmlerden ve cografik
menseyden kaynaklandigini agiklamislardir.

Osmont ve ark. (2011) yaptiklar1 ¢alismada ‘BACESA, BACESA3, BACESA6 ve
BACESA9 genlerinin Brachypodium koklerinde en fazla ifade edilen genler oldugunu
belirlemigler ve bu genlerin ifadesini bozmak icin bir dizi suni mikroRNA (amiR) yapist
gelistirmislerdir.

Sablok ve ark. (2011) yaptiklar1 ¢alismada, homoloji haritalama yontemini kullanarak
B. distachyon’ da 128 yeni alternatif birlesme bolgesi tespit etmislerdir. Bu bitkideki alternatif
birlesme olaylarinin (% 53) bitkilerdeki intron yakalamada o6nemli model oldugunu
belirtmislerdir.

Pacheco-Villalobos ve ark. (2011) ilk olarak Arabidopsis thaliana’da tanimlanan
BRX (BREVIS RADIX) geninin dogal varyasyonunu 174 Brachypodium aksesyonundan elde
etmisler ve BRX-like genlerini (BdBRXL-1 ve 5 arasi) yiiksek verimlilik diizeyine goére bir
havuzda siralamiglardir. Ayrica tek cenekli bitkilerde BRX benzeri genlerin fonksiyonunu
daha fazla inceleyebilmek i¢in ¢esitli yapay microRNA (amiRNA) yapilar tasiyan
Brachypodium transgenik hatlari olusturmuslardir.

Tuna ve ark. (2011) Tirkiyenin farkli cografi bolgelerinden topladiklar
Brachypodium distachyon aksesyonlarinda ¢ekirdek DNA igeriginin diploidlerde 0,70 pg/2C,
tetraploidlerde ise 1,30 pg/2C oldugunu rapor etmislerdir. Bitkilerin yaklasik olarak % 25
‘inin tetraploid, 75%’inin ise diplod oldugunu, diploid ve tetraploidlerin baz1 alanlarda ortak
habitat1 paylastiklarini, ancak diploidlerin nispeten daha nemli ve verimli alanlarda,
tetraploidlerin ise denize yakin veya sicak ve kuru alanlarda dagilim gosterdiklerini

aciklamislardir.
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Vain ve ark. (2011) Brachypodium distachyon’in BrachyTAG mutant popiilasyonunu
arastirdiklar1 ¢alismalarinda, niikleer genomda mevcut iki Okaryotik baglatma faktorii 4A
(elF4A) genlerinden birinde eklenmis bir T-DNA tasiyan bir ¢izgi belirlediklerini ve
homozigot mutant cif4a bitkilerinin yavas gelistigini, ancak Arabidopsis elF4A-1 geninin
genomik kopyasini iceren homozigot mutant Brachypodium bitkilerinde kismen boyle bir
sorun yasanmadigini, monokotil ve dikotillerde bu genin islevini korudugunu bildirmislerdir.

Vain ve Thole (2011) c¢alismalarinda, Brachypodium’da T-DNA etiketlemeyi ve
tutmay1 kolaylastimak igin Yeni ikili Vektorler (pBrachyTAG) gelistirmislerdir.

Vogel (2011) dogal varyasyonu bir ara¢ olarak kullanacak ¢aligmalar i¢in 56 dogal
aksesyonun genetik yapisini Birlesik Devletler Enerji Bakanligi Ortak Genom Enstitiisii
vasitasiyla yeniden siralamayi amagladiklar1 ¢aligmalarinda ilk alti aksesyonun analizlerini
tamamlamistir. Calismasi sonunda SNP frekanslarinin SNP basina 200- 600 baz ¢ifti arasinda
degistigini ve ¢ok biiyiik ¢esitlilik gosterdigini, dogal aksesyonlarin fenotipik analizi igin
homozigot T-DNA dizileri olusturuldugunu agiklamistir. Ayrica ¢ok yillik olmanin genetik
temelini anlayabilmek i¢in ¢alismalarinda B. sylvaticum 'u kullanildigini bildirmistir.

Wannes ve ark. (2011) Brachypodium Bd21-3 bitkilerinde transformasyon ve
mutasyon yoluyla biyokiitle iretiminin arttirilmasi, hiicre duvarinin sindirilebilirligini
gelistirmek {izere yapmis olduklar1 ¢alismada; Bd21-3 TILLING popiilasyonunda 4-
coumarate ligase (4CL) genindeki mutasyonlar1 inceleyerek ondért mutant tanimlamislardir.
Lignin birikimi azaldiginda verimin diistigiinii ve Arabidopsis’de bulunan GA20o0x1 geni
kullanilarak bitkinin biyokiitle veriminin artirilabilcegini bildirmislerdir.

Wolny ve ark. (2011) tek yillik, 5 temel kromozom igeren, diploid bir tiir olan
Brachypodium distachyon’mn, bu cinse ait temel kromozom sayilar1 8 veya 9 olan, ¢ok yillik
ve cogunlukla polyploid olan diger Avrasya tiirlerinden carpici bir sekilde farkli oldugunu
belirlemislerdir. B. distachyon ile geltigin bir kromozom tizerinde genis Sl¢iide ayni gen
dizilimini koruduklarini ve B. distachyon’in diger tiirlerden erken ayrildigini agiklamiglardir.

Hernando-Amado ve ark. (2012) yapmis olduklar1 g¢alismada, B. distachyon
genomunda 27 Dof (DNA binding with One Finger) geni tespit etmisler ve Oryza sativa ile
Hordeum vulgare nin Dof’lar1 ile filogenetik olarak karsilagtirmislardir. Calismalar1 sonunda,
Brachypodium ile bazi tahil tiirlerinin DOF genleri ifade profillerinin yakindan iliskili
oldugunu ve bazi orthologouslarin ortak olarak muhafaza edildigini a¢iklamiglardir.

Filiz (2012) yaptigi calismada, Tirkiye’nin farkli cografik bolgelerinde dagilim
gosteren B.distacyhyon genotiplerinin kloroplast ve mitokondri DNA’larim1 kullanarak PCR-

RFLP teknigiyle genetik cesitliligi degerlendirmistir. Calisma sonunda, sekiz primer-enzim
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kombinasyonundan toplam 224 DNA band: elde edildigini ve bu bantlardan 54 tanesinin (%
22) polimorfik oldugunu, mtDNA polimorfizminin (%29) cpDNA polimorfizmden (%9,6)
daha yiiksek oldugunu bildirmistir.

Diisiik sicakliga dayaniklilik igin buz rekristalizasyon inhibisyon proteini genleri
(IRIP), fructosyltransferase genleri (FST) ve bir¢ok C-tekrar baglama faktorii genleri (CBF)
Pooideae i¢in 6zel ve onemlidir. Li ve ark. (2012) tarimsal agidan 6nemli bugdaygiller igin B.
distachyon’un bir model tiir olarak potansiyelini anlamak ve belirtilen gen ailelerinin
korunmasi ile evrimini inceleyebilmek i¢in yaptiklar1 ¢alismada; B. distachyon’un soguga
duyarli IRIP ve CBF3 genlerini igerdigini, ancak genomunda CBF4 geninin bulunmadigini,
FST genleri ile kontrol edilen ¢gekirdekteki Fruktan birkiminin B. distachyon’da biiyiik 6l¢tide
farkli oldugunu, B. distachyon’un Pooideae tiirlerinin diisiik sicakliga yanitlar1 dahil belirli
molekiiler mekanizmalar i¢in 6nemli bir model olarak hizmet edebilecegini aciklamislardir

Oney (2013) Tiirkiye’nin 110 farkli lokasyonundan toplamis oldugu B.distacyhon
populasyonlarinin 77’sinin diploid, 33’{liniin tetraploid oldugunu belirledigi ¢alismasinda;
diploid ekotiplerin genom biiyiikliiklerinin 0,74 pg/2C, tetraploidlerin ise 1,44 pg/2C olarak
belirlendigini, diploid populasyondan 6 tanesinin polisomik (0,81- 0,92 pg/2C), 33 tetraploid
aksesyonun 15’inin ise hipoploid (1,01- 1,26 pg/2C) oldugunu ve diploid aksesyonlarda 0-300
m’ye kadar genom biiyiikligii ile deniz seviyesinden yiikseklik arasinda pozitif korelasyon

oldugunu ancak 300m’den sonra total genom miktarinin azaldigini agiklamistir.
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2.5. Transformasyon ile Tlgili Cahsmalar

Hedef dokulara transformasyonun etkili olabilmesi igin tiretilen embriyonik kalluslarin
rejenerasyon yeteneginin yiiksek olmasi istenir. Ancak embriyonik kalluslarin rejenerasyon
yetenekleri tiirler arasinda hatta tek bir tiir iginde bile fazlasiyla degismektedir. Embriyonik
kalluslar olgunlasmamig Brachypodium embriyolarindan {retilir (Bablak ve ark. 1995,
Draper ve ark. 2001, Christiansen ve ark. 2005) ve ¢esitli transformasyon sistemlerinin
gelistirilmesi i¢in kullanilir. Model bitki olarak kabul edilen bitkilerde etkin bir
transformasyon sisteminin gelistirilmesi ¢ok onemlidir (Vogel ve ark.2006a). Bu konuda
yapilan bazi calismalar agagida 6zet olarak verilmistir.

Draper ve ark. (2001) yaptiklari ¢alismada olgunlasmamig B. distachyon
embriyolarinin somatik embriyogenezis ile bitki rejenerasyonu icin yiliksek kapasite
gosterdigini ve rejenere olmus bitkilerin ¢ok diisiik diizeyde albinism gostermesine ragmen
normal verimlilige sahip oldugunu belirlemislerdir. Microprojectile bombardimani ve
higromisin ~ seleksiyonu yontemlerini kullanarak basit bir transformasyon sistemi
gelistirdiklerini agiklamislardir.

Christiansenve ark. (2005) olgunlasmamis embriyolardan elde ettikleri embriyonik
kalluslar1, uidA(B-glucuronidase) ve bar (phosphinothricin acetyl transferase) genleri ile
bialaphos ve bir  non-selektif  herbisit ihtiva eden besi  yerine transfer
etmislerdir.Olusturduklar1 doku kiiltiiriinlin her fazin1 se¢im ajani olarak kullanmislardir.
Calismalart sonucunda; ortalama % 5,3 doniisim verimliligi elde edildigini ve tek
bombardimanli  doniisiim veriminin % 14’ kadar ulastigini, embriyonik kallus
bombardimanindan transgenik T1 tohumlarinin hasatina kadar diploidler i¢in 29 hafta ve iki
tetraploid aksesyonu i¢in 5 hafta gectigini, yasam dongiisii siiresinin diploidler i¢in 19 hafta
ve tetraploid aksesyonlar i¢in 15 hafta oldugunu ve 1 yil igerisinde T 0 ile T 1 kusaklarinin
yant sira T2 tohum iiretimini de ger¢eklestirdiklerini agiklamislardir.

Vogel ve ark. (2006a) yaptiklari ¢alismada, gelistirdiklerini Agrobacterium ile
transformasyon protokolii ile 10-19 hattin basarili bir sekilde test edildigini, bu
populasyonlarin etkinlik derecelerine gore % 4’ten % 15°¢ kadar siralandigini ve diploid
Bd21 aksesyonunun kolayca transforme edildigini rapor etmislerdir. Ayrica transgenik
jenerasyonda transgenlerin farklilik gosterdigini ve hatlarin biiyiik boliimiinde kiiclik genetik
lokuslarin araya sikistigini agiklamislardir.

Pacurar ve ark. (2007) yaptiklart calismada Brachypodium distachyon igin
Agrobacterium aracili, yiiksek verimli transformasyon sistemi gelistirmislerdir. BDR018

aksesyonunun olgunlasmamis embriyolarindan elde ettikleri embriyonik  kallusa
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Agrobacterium tumefaciens susu AGL1 ile iki parca T-DNA plasmidi, pDM805 ve pWBV-
Ds-Ubi- bar-Ds transforme etmislerdir. Calismalar1 sonunda 177 transgenik hattin pDM®805
ile doniistiiriildiigiini, BASTA biitlin hatlarin direng gosterdigini ve gusA genindeki basarinin
%88 oldugunu, bitkilerin %35’ inde tek bir T-DNA birlesmesinin bulundugunu ve Bialafos
maddesi  kullanildiginda  transformatlarin ~ %97’sinde  tam uzunlukta entegrasyon
belirlediklerini bildirmislerdir.

Vain ve ark. (2008) yaptiklari ¢alismada, olgunlasmamis embriyolardan elde ettikleri
kompakt embriyogenik kalluslar1 (CEC) ve higromisin seleksiyonu ile ilgili proteini (GFP)
kullanarak Bd21 hatti igin, basit, verimli ve hizli bir Agrobacterium-aracili transformasyon
sistemi gelistirmislerdir. Calismalar1 sonunda, olgunlasmamis embriyonik kalluslardan Bd21
bitkilerini gelistirdiklerini, se¢im siirecinin siiresini kontrol ettiklerini, transgenik bitkilerin
rejenerasyonu icin kiiltiir ortamina CuSO4 eklediklerini, Kkalluslardan %17 oraninda
transgenik bitki elde ettiklerini ve hatlara her deneyde T-DNA eklenerek yiizlerce transgenik
bitki elde edilebilecegini rapor etmislerdir.

Vogel ve Hill (2008) Brachypodium’dan bir model bitki olarak en {ist diizeyde
yararlanabilmek igin gelistirdikleri Agrobacterium ile transformasyon sistemi sayesinde
dontistiiriilebilir bir kendilenmis diploid hat (Bd21-3 ) belirlediklerini, transgenik bitkilerden
elde edilen kalluslar kiiltiire alindiginda % 41 gibi yiiksek bir transformasyon verimliligi elde
ettiklerini ve kiiltiire alma isleminin nemi alinmis (kuru) ortam sartlarinda yapildiginda
transformasyon etkinliginin arttigini ifade etmislerdir.

Kumlehn ve ark. (2011) B. distachyon fidelerinin siirgiin segmentlerini kullanarak
etkin bir bitki rejenerasyonunun gergeklestigini gosterdikleri ¢alismalarinda, elde ettikleri
kallusa Agrobacterium kullanarak hp, gfp, gus -intron ve rapotor genlerini inokiile etmislerdir.
Inokiilasyon sonra yiizden fazla bagimsiz primer transgenik hatta ulasildigini, bu bitkilerde ve
ogul dollerde raportoér gen ifadesinin  gdzlemlendigini rapor etmislerdir. B. distachyon’da
olgunlasmamis polenden elde edilen embriyogenez ve bitki rejenerasyonu yontemi
uyguladiklar1 ikinci c¢alismalarinda, polen embriyogenezinin sikca benzer genom
dublikasyonu igerdiginden dolayr sadece bir adimda tamamen homozigot mutant elde

edilmesini ve transgenik dizilerin iiretiminin kolaylastirabilecegini bildirmislerdir.
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3.MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

Calismada, Tarla Bitkileri Bolimii Genetik Kaynak Koleksiyonunda bulunan,
tilkemizin Marmara, Ege, Akdeniz, I¢ Anadolu ve Glineydogu Anadolu Bolgeleri Florasinda
dogal olarak yayilis gosteren, 59 farkli lokasyondan toplanan B. distachyon aksesyonlari
kullanilmistir. Calismada kullanilan aksesyonlarin numaralari, toplandiklari cografi bolge

ozellikleri ile ilgili bilgiler Cizelge 3.1°de verilmistir.

Cizelge 3.1. Calismada kullanilan aksesyonlar ve toplandiklari cografik bolgeler

Sira | Aksesyon Enlem Boylam Yiikseklik (m)

No: No- Lokasyon
1 3 Cakmak- Edirne N 41°23.438' E 026° 39.637" 85 m (283feet)
2 4 Ciftlik-Uzunkdprii N 41°15.686' E 026° 37.298 33m (111 feet)
3 8 Buyikali- Tekirdag (2) N 41°02.028' E 027°22.162' 145m (482 feet)
4 11 Cenekdy. Hayrabolu N 41°12.029' E 027°11.192' 83m (275 feet)
5 12 Buzagici- Hayrabolu N 41°15.349' E 027° 08.400' 53 m (177 feet)
6 13 BiiyiikKaristiran- Kirklareli N 41°17.392' E 027° 32.824' 78m (260 feet)
7 14 Kay1 K&yii- Tekirdag N 41°02.537' E 027°30.374' 216 m (720feet)
8 15 Yesilsirt Koyii-Murath
9 16 Seymen- Corlu N 41°05.786' E 027° 55.796' 107 m (357 feet)
10 37 Baragi- Kesan N 40°43.187' E 026° 25.906' 18 m (60 feet)
11 38 Kiligkdy- Kesan N 40°47.768' E 026° 34.282' 39 m (130 feet)
12 41 Izzetiye N 40°48.349' | E026°D39.615' | 99 m (329 feet)
13 42 Haskoy- Enez N 40°38.717' E 026° 16.342' 37 m (124 feet)
14 62 Haskdy- Enez N 40°38.717' E 026° 16.342' 37 m (124 feet)
15 63 Yenice Balya arasi N 39°48.006' E 027°22.948' 350 m (1169 f)
16 65 Balikesir merkez II Kiitahya gikisi N 39°41.131' E 027°58.782' 193 m (642feet)
17 66 Sehitlik II Canakkale N 40°14.653' E 026°17.708' 182 m (605feet)
18 67 Harmancik- Kiitahya N 39°40.773' E 029°08.846' 672 m (2240 f)
19 68 ligardere-Gelibolu N 40°15.889' E 026°28.859' 18 m (60 feet)
20 69 llgardere-Gelibolu N 40°15.889' E 026°28.859' 18 m (60 feet)
21 81 Canakkale sehitlik N 40°15.339' E 026°18.774' 261 m (870feet)
22 83 TUBITAK MAM N 40°47.189' E 029°27.601' 178 m (593feet)
23 84 Agva Sile yolu II N 41°05.347" E 029%45.249' 132 m (441feet)
24 85 Nevsehir’e 35 km’e kala N 38°50.440' E 034°33.266' 1174 m (3915 f)
25 86 Avanos-Nevsehir N 38°44.470' E 034°50.725' 1092 m (3640 )
26 88 Avanos III Nevsehir N 38°44.536' E 034°50.289' 1139 m (3796 f)
27 89 Avanos 4 Nevsehir N 38°43.864' E 034%49.910' 967 m (3224 f)
28 90 18 Mart Univ. Kampus N 40°06.910' E 026°25.482' 125 m (415feet)
29 91 Canakkale Bursa Yolu Baslangici N 38°43.864' E 034°49.910' 47 m (155 feet)
30 92 Dursunbey- Balikesir N 39°36.515' E 028°37.931' 665 m (2215 f)
31 93 Balya Yenice arasi IT N 39°46.888' E 027°24.375' 522 m (1740 f)
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32 94 Balikesir Merkez N 39°38.741' E 027°46.100' 248 m(827 feet)
33 95 Balyadan sonra Balikesir’e 40 km kala N 39°42.073' E 027°33.289' 357 m (1190 f)
34 Bd 96 Pada K&yt Kepsut-Dursunbey arasi Balikesir N 39°44.669' E 028°21.423' 498 m (1660 f)
35 97 Kiitahya yolu Dursunbey-Harmancik arast N 39°39.306' E 029°01.933' 606 m (2020 f)
36 99 Mugla N 37°07.545' E 028°22.724' 624 m (2079 f)
37 100 Kiitahya-Eskigehir arast N 39°34.643' E 030°07.208' 927 m (3090 f)
38 105 Kiitahya Tavsanl ¢ikisi N 39°32.222' E 029°38.014' 1011 m (3370 f)
39 108 Alanya N 36°36.539' E 031°48.333' 18 m (59 feet)
40 109 Polatli Haymana aras1 Polatli ¢ikisi N 39°32.597" E 032°13.909' 980 m (3265 f)
41 111 Polatli- Haymana arast N 39°29.645' E 032°26.810' 974 m (3246 f)
42 112 Kaymaz ¢ikigt Eskisehir N 39°29.650' E 031°14.473' 1017 m (3390 f)
43 117 Kiitahya’ya 10 km kala N 39°30.126' E 029°52.618' 1035 m (3450 f)
44 Bis Bismil- Diyarbakir N 37°52°35.6" | D 41° 54.3.” 159 m (529feet)
45 Gaz Gaziantep N37°7°39.8" | D37°23°26.9 | 267 m (891 feet)
46 Koz Kozluk- Batman K38°9'82.6" | D41°36'34.8" 256 m (853feet)
47 Kah Kahta- Adiyaman N 37°44° 2.3 E 38°32°0.2” 200 m (665feet)
48 Adi Adiyaman N 37°46° 14.5" E 38%21°8.2” 153 m (510feet)
49 73 Milas-Mugla N 37°21.674' E 027°41.217' 42 m (141 feet)
50 77 Bozyazi-Mersin N 36°05.815' E 032°56.128' 17 m (57 feet)
51 102 Tasucu-Aydincik aras1 Mersin N 36°15.694' E 033°48.224' 211 m(702)feet)
52 103 Anamur-Gazipasa aras1 Meleg Koyii Mersin N 36°02.464' E 032°42.066' 136 m(452 feet)
53 106 Anamur-Gazipasa aras1 Meleg Koyii Mersin N 36°02.464' E 032°42.066' 136 m (452 feet)
54 10 Alanya- Antalya N 36°36.539' E 031°48.333' 18 m (59 feet)
55 110 Antalya- Korkuteli yol baglangici N 36°57.506' E 030°35.570' 300 m (1000 f)
56 113 Oliideniz- Fethiye N 36°33.013' E 029°07.542' 20 m (65 feet)
57 114 Koycegiz ¢ikist Mugla N 36°59.520' E 028°39.291' 33 m (111 feet)
58 122 Kusadasi-Aydin N 37°47.955' E 027°18.279' 134 m (447feet)
59 124 Aydincik ¢ikist Mersin N 36°07.925' E 033°16.702' 69 m (230 feet)

Materyal olarak kullanilan Brachypodium distachyon’un (L.)P. Beauv. filogenetik,
sitogenetik ve morfolojik 6zellikleri ile neden Arabidopsis veya celtik yerine model olarak

tercih edildigi 6zetlenmistir.
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3.1.1.Brachypodium distachyon (L.)P. Beauv.’un filogenetik ozellikleri

Brachypodium P. Beauv (alt sesil basakgiklara atifta bulunarak) Yunanca brachys
‘kisa’ ve podion ‘kiigiik ayak’ olarak adlandirilan 12-15 tiir iceren bir cinstir (Robertson 1981,
Davis 1985, Watson ve Dallwitz 1992, Catala’n ve ark. 2011).

Cizelge 3.2. B. distachyon tiiriiniin taksonomik siniflandirilmasi ( The Plants Database )

Alem Plantae Takim Cyperales
Alt alem Tracheobionta Familya Poaceae
Ust sube Spermatophyta Altfamilya Pooideae
Sube Magnoliophyta Tribus Brachypodieae
Simf Liliopsida Cins Brachypodium
Altsimf Commelinidae Tiir Brachypodium distachyon
Tropical
Temperate cereals cereals
Forage Oats Rye Wheat Barley Bromus Brachypodium Rice  Maize
grasses distachyon
_Pooideae
Oryzodeae
1 Panicoideae
Poaceae
5mm TRENDS in Plant Science

Sekil 3.1. B. distachyon ve diger tahillar arasindaki filogenetik akrabalik iliskisi (Opanowicz
ve ark. 2008)

Brachypodium cinsi sistematik olarak ekolojik, ekonomik ve tarimsal agidan gesitli
onemli ozelliklere sahip 600 cins ve 10.000 den fazla tiir iceren Poaceae familyasinda yer
almaktadir (Sekil 3.1 ve Cizelge 3.2). Poaceae Cizelge 3.2’de goriildigi gibi Ehrhartoideae,
Panicoideae ve Pooideae olmak iizere ii¢ alt familyaya ayrilmaktadir (Vogel ve ark. 2010).
Soguga dayanikli 6nemli tahillari, ¢ayir- mera bitkileri ile yem bitkilerini igeren Pooideae,
Poaceae familyasinin en biiyiik alt familyasidir (Moser ve Hoveland 1996). Yapilan cesitli
taksonomik ¢aligmalar sonucunda Brachypodium cinsinin Triticeae, Poeae, Bromeae ve
Avenae tribuslar ile akraba oldugu (Kellog 2001, Vogel ve ark. 2006a, Opanowicz ve ark.
2008, Bolot ve ark. 2009) ve B. distachyon ‘un  Pooideae’nin gelismesi sirasinda
(evriminde)ortak atadan gelen 6nemli sicak iklim tahillar1 ve yem bitkilerinin ¢ogunlugunu
iceren “core pooid” cinsinden ayrildigi belirlenmistir (Draper ve ark. 2001,Vogel ve ark.
2009).
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3.1.2.Brachypodium distachyon (L.)P. Beauv.’un sitogenetik 6zellikleri

Brachypodium ‘un diploid ekotipleri (2n=10) mayozda yiiksek diizeyde kiyazma
olusumu gosteren, kolay ayirdedilemeyen 5 kromozoma sahiptir (Draper ve ark. 2001,Vogel
ve ark. 2009) (Sekil 3.2). Diploid ekotiplerin 1. kromozomu en uzun kromozom (7 um) olup
submetasentriktir, 2. ve 3. kromozom 1. kromozomdan kisa olup (3,5- 4 um) akrosentriktir.
Akrosentrik olan 4. kromozom 3. kromozoma benzerdir ancak daha kisadir. En kiigiik olan 5.
kromozom  akrosentriktir ve kisa kolu tizerinde NOR (niikleolar organizatér bolge)
bulunmaktadir (Draper ve ark. 2001, Garvin ve ark. 2008).
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Sekil 3.2. B. distachyon’un kromozom yapis1 (Draper ve ark. 2001)

Yapilan i1k karyolojik analizlere gére B. distachyon’un ii¢ farkli ploidi seviyesine
(2n=10, 20 ve 30) sahip oldugu sanilmis (Robertson 1981). ve poliploidlerin autopolyploid
oldugu kabul edilmistir (Talavera 1978, Robertson 1981). Ancak, daha sonra yapilan FISH
(fluorescence in situ hybridization) ve GISH (genomic in situ hybridization) analizleri
sonucunda, aslinda 2n=10 ve 2n=20 kromozoma sahip sitotiplerin iki farkli diploid tiir
oldugu ve sirastyla X=5 ve x=10 temel kromozom sayisina sahip olduklar1 anlasilmistir.
Yapilan bu ¢alismada 2n=30 kromozoma sahip sitotipin ise bu iki diploid tiiriin melezlenmesi
sonucu meydana gelmis bir allotetraploid tiir oldugu belirlenmistir (Hasterok ve ark. 2004,
2006). Bu durum son zamanlarda ldziak ve ark. (2011) tarafindan en gelismis ve bilgilendirici
sitomolekiiler tekniklerden biri olan karsilastirmali kromozom boyama (chromosome

painting) yontemi ile teyit edilmistir. Bunlara ilave olarak 2n=30 kromozomlu taksonunun
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1,265 pg/2C olan genom hacminin , yaklasik olarak iki diploid taksonun genom hacimlerinin
0,631 pg/2C ve 0,564 pg/2C) ) toplamina esit oldugu belirlenmistir (Wolny ve Hasterok 2009).
Elde edilen bu bilgiler 1s1ginda B. distachyon ismi bugdaygiller i¢in model olarak kabul
edilmis ve genomu sekanslanmis olan 2n=10 kromozom sayisina sahip sitotip i¢in korunmus,
2n=20 kromozoma sitotipe B. stacei ve 2n=30 kromosoma sahip sitotipe B.hybridum isimleri
verilmistir (Sekil 3.3 ve 3.4). Catalan ve ark (2011) tam olarak sekanlanmis olan B.
distachyon genomuna ilave olarak gelecekte B. stacei, B. hybridum ve diger bugdaygillerin
genomlarmin da tam veya kismen sekanslanmasi ile kapsamli bir filogenetik analizler igin

istisnai bir firsat elde edilecegini bildirmislerdir.
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Sekil 3.3. B. distachyon (A).B. stacei (B) ve B. hybridum (C) bitkilerinin genel gdriiniisii
( cm) (Catala n ve ark. 2011)

Sekil 3.4. Prob olarak B. distachyon ve B. stacei genomic DNAsimin kullanildigi GISH
(genomik in situ hybridization) analizi ile diploid tiirlerin kromozomlarinin farkli
renkler ile boyanarak ayirt edildigini gosteren resimler. B. distachyon (D), B.
stacei (E) ve B. hybridum (F) ) (Catalan ve ark. 2011)
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3.1.3. Brachypodium distachyon (L.)P. Beauv.’un morfolojik ézellikleri

! B. distachyon’un genel goriiniisii

Bk — \&;1 Y T Sekil 3.5 te verilmistir. Ciceklenme

_x\‘/ déneminde govde (18) 26 (35) cm

\ / — uzunlugunda, tiiysiiz veya az tiyld, (2)

3 (5) nodlu, nodlar tiylidiir. Yaprak
ayast (4,3) 7 (8,5 cm uzunlugunda,

0,25-0,33 cm genisligindedir. Yaprak

kinlar1 tiiylii veya tiiysiiz olup yaprak

o, \

Bayrak \

Yaprak \ | ayasi genellikle eksene yakin ve eksene
uzak bolgelerde kisa ve uzun daginik

S \ L A ._‘ . /
\ \ | YN / tiyld, kisa tilyler bazen

bulunmamaktadir. Stoma bekgi
hiicreleri  (18) 23  (29) mm

uzunlugundadir.

Sekil 3.5. B. distachyon (L.) P.Beauv. Bitkisinin genel goriiniisii (http://bti.cornell.edu/home)

Panikula (1,5) 3 (4,8) cm uzunlugunda, omurga tiiysiizdiir. (1) 3 (4) basake¢ikli,
basak¢iklar (12,5) 16 (22) mm uzunlugunda, dordiincii lemmanin apekse uzaklhigr (12) 13
(15) mm, (5) 7 (9) giceklidir. Kavuzlar1 dikdortgen- mizrak seklinde, bitisik ¢i¢egi daha kisa
(varisindan fazlasi), eksen disi tiiysiizden uzun tliyliiye kadar degisken, distal (ve daha uzun)
kavuzlan (6,2) 7,2 (8,2) mm uzunlugundadir. Lemmalar (7) 8 (9) mm uzunlugunda, mizrak
seklinde, eksen digi neredeyse tiiysiizden yogun uzun tiiyliiye kadar degisken; kilgiklar (9,5)
11,5 (13) mm uzunlugunda, lemma kadar veya daha uzun, tiylidiir. Anter 2-3, 0,5-0,7 mm
uzunlugunda. Polen taneleri (27) 30 (35) mm uzunlugunda, ovaryum dikdortgen seklinde, ug

kismu tiiyliidiir. Karyopsis (4,8) 6,2 (7,2) mm uzunlugunda, dikdortgen bigiminde olabilir.

Dogal yayilis alam1 Akdeniz iklimine (Fransa, Irak, Italya, Slovenya, Ispanya, Tiirkiye,
muhtemelen giiney Avrupa, giiney-bati Asya ve Kuzey Afrika) sahip bolgeler olup, deniz
seviyesindendeniz seviyesinden 1700 m yiikseklige kadar olan alanlarda yetismektedir. B.
distachyon’un mitoz kromozomlar1 B. stacei mitoz kromozomlarindan yaklasik 2 kat daha

bliytiktiir (Catalan ve ark. 2011).
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3.1.4. Neden model bitki olarak Brachypodium distachyon (L.)P. Beauv.

Giintimiizde tahillar, yem bitkileri, ¢ayir- mera bitkileri ve biyoenerji iiretilen bitkiler
ile ilgili yapilan ¢aligmalarda model bitki olarak Oryza sativa ve Arabidopsis thaliana yerine

Brachypodium distachyon’in tercih edilmesinin nedenlerini su sekilde 6zetleyebiliriz.

Kiigiik bir Crucifer olan Arabidopsis, yabanci dollenir ve hizli hayat dongiisiine
sahiptir (Redei 1970). Arabidopsis’in ¢ekirdek genom boyutu flow sitometri ile 164 Mbp
olarak hesaplanmistir (Bennet ve ark. 2000). Halbuki The Arabidopsis Genom Tritiave’ de
yapilan hesaplama ile yeni tamamlanmis tam genom diziliminin yaklasik 125 Mbp oldugu
gosterilmistir. Bununla birlikte filogenetiksel olarak Arabidopsis diinyada yetistirilen baglica
hububat ve mera bitkilerini igeren Poaceae familyasina yalnizca uzak akrabadir (Keller ve
Fuillet 2000). Yakin zamanlarda yapilan c¢alismalardan elde edilen sonuglara gore
Arabidopsis’in tahil tiirlerinde 6nemli kromozom bdlgelerinin belirlenmesinde ¢ Anchor’
genom olarak kullanilamayacagi ortaya ¢ikmistir (Bennetzen ve ark. 1998. Devos ve ark.
1999). Ayrica, Arabidopsis dikotiledon oldugundan, tarimsal ozellikler ile ilgili bir gok
biyolojik 6zellik bakimindan bugdaygil tiirlerine gore farklilik géstermektedir (Bennetzen ve
ark. 1998, Devos ve ark. 1999).

Kiiltiire alinmis bitkilerin en 6nemli grubunu olusturan tahillar yaklasik 45- 47 milyon
yil dnce paleopolyploid ortak bir atadan farklilagmistir (Mya) (Paterson ve ark. 2004). Bu
ayrilmaya ragmen, tahillarin genom biyiikliikleri ¢eltikte (Oryza sativa) 430 Mb ile
hexaploid bugdayda (Triticum aestivum) 16,000 Mb arasinda degisse de farkli tahil genomlari
arasindaki yapisal ve fonksiyonel benzerlik c¢ok dikkat cekicidir (Gale ve Devos 1998,
Feuillet ve Keller 2002). Bir bugdaygil tiirii olan ve tim genom diziliminin bilinmesi
nedeniyle harita tabanli klonlama gibi ¢esitli deneysel ¢alismalarda model sistem olarak
kullanilan ¢eltik daha iyi bir model bitki olabilirdi. Ancak bir model bitkide bulunmasi
gereken kisa omiirlii olma, kiigiik bir fiziki yapiya sahip olma, yetistirme sartlarinin basit ve
kolay olmas1 gibi iyi bir model tiirde olmasi gereken sartlar1 saglayamamaktadir (Xu ve ark.
2005). Kompakt bir genoma (441 MBP) sahip olmasina ragmen gen haritasinda en az 30
baglant1 blogunun bulunmasi da model bitki i¢in bir dezavantajdir (Draper ve ark. 2001). 50
milyon yil dnce yar1 sucul tropikal bir bitki oldugu tespit edilen celtigin bu 6zelligi 6nemli
mera bitkilerinden ve uzak akraba olan sicak iklim tahillarindan ayrilmasina neden olmustur
(Gaut 2002). Diger taraftan geltik serin mevsim patojenlerine dayaniklilik, soguga tolerans ve
vernalizasyon gibi ozelliklere de sahip degildir (Jenkins ve ark. 2005). Bu lojistik konular

celtigin bir model sistem olarak kullanilmasini sinirlamaktadir. Ayrica, celtigin yetistirilmesi
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zordur ve kuzeye ait iklimlerde ancak seralarda uygun kosullar altinda ¢ig¢eklenir. Bunun
disinda ¢eltik bitkisinin habitusu biiylik ve vejetasyon siiresi uzundur. Bu yiizden 6zellikle
¢ok sayida bitkinin kullanildig1 arastirmalarda maliyet yiiksek olmaktadir (Vogel ve ark.
2006a).

Bunlara ilave olarak Oryza sativa Ehrhartoideae alt familyasinda yer alirken bugday
arpa gibi bugdaygil tiirleri ise Pooideae alt familyasi igerisinde bulunmaktadir (Draper ve ark.
2001, Febrer ve ark. 2010). Bu nedenle, Oryza sativa orthologous kromozom bélgelerinde
bulunan genlerin siras1 ve DNA dizileri diger serin iklim tahillarindan farklilik gostermektedir
(Jenkins ve ark. 2005). Son ¢alismalarda c¢eltigin gen dizilerindeki dinamik degisiklikler
¢ozlildiigii icin bir model bitki olarak celtigin yararlar1 sorgulanmaktadir (Gaut 2002).
Bunlardan dolayida serin mevsim bugdaygilleri i¢in biyolojik olarak onlara daha benzer ve
filogenetik olarak daha yakin bir model bitki ihtiyact dogmustur. Bugday ve arpa
genomlarinin ¢eltik genomuna uzakliginin kesfedilmesinin ardindan monokotil bitkiler i¢in
uygun bir model bitki arayisi1 igerisine girilmis ve B. distachyon model olarak segilmistir
(Draper ve ark. 2001, Febrer ve ark. 2010). B. distachyon’in model olarak secilmesinden
sonra c¢alismalar hiz kazanmistir. Akdenizin dogusunda (Giiney- bati Asya) dogal yayilis
bolgesinden toplanan 2n=10 kromozomlu B. distachyonbitkilerinden diploid Bd21
kendilenmis hatt1 gelistirilmis (Vogel ve ark. 2009. IBI 2010) ve bu hattin genom skans1 2010
yilinda yayinlanmigtir. B. distachyon Pooideae alt familyasinin genomu sekanslanan ilk
tiyesidir (IBI 2010, Vogel ve ark. 2010). Yapilan karsilastirmalar sonucunda B. distachyon’un
21,045 ortologous gen bdlgesinin geltik, sorgum ve Triticeae taksonundaki bireylerle ortak
oldugu tespit edilmistir (IBI 2010).

Diploid Brachypodium ekotiplerinin genom boyutlarinin 0,15 pg’den 0,36 pg’ye kadar
degistigi raporlanmistir (Shi ve ark. 1993, Draper ve ark. 2001, Bennett ve Leitch 2005). Bu
durum Brachypodium genom biiyiikliigiiniin Arabidopsis (0,16 pg) ve Oryza (0,495 pg)
arasinda oldugunu ifade eder. Brachpodium distachyon’ 1 diploid ekotiplerinin genom

3

blyiikligliniin arpa genomunun yaklasik % 5,6 ‘s1, ekmeklik bugday genomunun ise
yaklasik % 2’si kadar oldugu belirlenmistir (Bennett ve Leitch 2005). Ayrica Brachypodium
tiirlerinin tipik olarak tekrarli DNA bdlgelerinin % 15’den daha az oldugu tespit edilmistir
(Shi 1991, Catalan ve ark. 1995). Yapilan son ¢alismalarda genomun % 45,9’unun GC dizisi,
yaklasik % 18’inin tekrarl dizi ve % 21,2’sinin kodlanan sekanslar1 igerdigi agiklanmistir

(Febrer ve ark. 2010). Tekrarl dizilerin az olmas1t model bitkiler i¢in bir avantajdir.
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Model sistem olarak Brachypodium’un en 6nemli 6zelliklerinden biri de laboratuvar
kosullarinda kolaylikla kiiltiire alinabilmesi, biiylime gereksinimlerinin az olmasi nedeniyle
geltigin aksine sera veya iklim kabinlerinde Arabidopsis, bugday ve arpanin yetisme
kosullarinda yetisebilmesidir. 1klim kabinlerinde 24 °C’de 24 saat parlak 150 u Em?s™
floresan 15181 altinda,18 °C’de 4 saat karanlik fotoperiyodunda mat beyaz floresan 15181 altinda
yetistirilebilmektedir (Vogel ve ark. 2006a, Brkljacic 2011). Ancak tiir patojenlere ve toprakta
bulunan toksinlere karsi olduk¢a duyarhidir. Farkli toprak tiplerinde yetismesine ragmen
yogun sulama veya su igerisinde uzun siire kalmadanolumsuz sekilde etkilenmektedir (Vogel
ve Bragg 2009). Genel olarak bitki bagina 100- 1000 adet arasinda degisen tohum verme
potansiyeline sahip B. distachyon’un yasam periyodu 8-12 hafta araliginda degismektedir
(Brkljacic 2011). Bu ozellikler disinda Brachypodium, bugday, arpave geltik genomlari
arasinda yapilan karsilastirmalarda Brachypodium’ un gen dizilisinin bugday ve arpaya celtik
bitkisinin gen dizisilisinden daha ¢ok benzedigi ve dolayistyla bu gurup bitkiler icin ¢eltikten
daha i1yi bir model oldugu ispatlanmistir (Kumar ve ark. 2009). Yapilan bu calismalar B.

distachyon’un model olarak 6nemini arttirmaktadir.
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3.2. Yontem
3.2.1. Morfolojik karakterizasyon ¢alismalar:

3.2.1.1. Tohumlarin ¢cimlendirilmesi

Aksesyonlara ait tohumlar, morfolojik ve molekiiler karakterizasyon ¢aligmalari i¢in 3
tekrarlamali olarak ¢oklu plastik saksilara ekilmistir (Sekil 3.6). Ekim islemi i¢in torf- perlit
(3/1 oraninda) karisimi kullanilmistir. Hazirlanan saksilar tohumlarin ¢imlenmesi igin sera
ortamina yerlestirilmistir. Tohumlarin gilinliikk bakimlar1 ve kontrolleri yapilmis, ¢imlenme

tarihleri (giin) tespit edilmistir.

Sekil 3.6. Tohumlarin ¢gimlenmesi ve ¢oklu plastik saksilarda gelisimi

3.2.1.2. Bitkilerin yetistirilmesi ve morfolojik gézlemlerin yapilmasi
Brachypodium bitkileri ¢imlenmeden 2 ay sonar igerisinde torf- perlit (3/1) karisimi

bulunan kiigiik saksilara (7cm x 7cm) aktarilmistir (Sekil 3.7).

Sekil 3.7. Bitkilerin serada yetistirilmesi

Bitkiler serada yetistirildikleri siire boyunca gerektik¢e sulanmig ve giibrelenmistir.
Bitkiler i¢cin gerekli olan besin elementlerini saglamak amaciyla N ve P,Os ( 300 g), NH4sNO3
(60 g) ve KNO;3 ( 973 Bu maddeler 10 litre suda eritilerek karisim elde edilmis ve karisim
1/200 oraninda seyreltilerek iki giin araliklarla bitkilere verilmistir. Giibre verilirken 6nce

sulama yapilmis, torfun kuru olmamasina dikkat edilmistir. Bitkilerin biyiiyiip gelismesi
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devam ederken, basaklanma ve ¢iceklenme tarihleri (giin), genel goriiniisleri (1-5), tiylilik
(1-3), renkleri (1-3), bitki boyu ( cm), bayrak yaprak boy (cm) ve eni (mm) gibi morfolojik
ozellikleri gozlenmistir (Sekil 3.8).

Sekil 3.8. Bitkilerin morfolojik 6zellikleri

Gelismeleri devam eden bitkilerin genel goriiniigleri (form) dik, yatik ve yari dik
olarak degerlendirilmistir (Sekil 3.9).

Sekil 3.9. Aksesyonlara ait bitki formlar1, A: Dik. B: Yar1 Dik. C: Yatik

Yaprak rengi ve tiyliilik isterio mikroskop (Olympus SZ61) kullanilarak
incelenmis ve mikroskoba bagl olan digital kamera ile fotograf ¢ekimi yapilmistir (Sekil 3.10
ve 3.11). Bitkilerin renkleri acik yesil (1), yesil (2) ve koyu yesil (3) olarak degerlendirilmis

olup, her renk i¢in bir numara verilmistir.

Sekil 3.10. A: Yaprak rengi tonlar1 ve numaralar1 (3:Koyu Yyesil, 2:Yesil, 1:A¢ik yesil), B:
Farkli renge sahip bitki 6rnekleri
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Yapilan inceleme sonunda bitkiler tiiyliiliik 6zelliklerine gore az tiiylii (1), tiiyli (2) ve

cok tiiylii (3) olarak smiflandirilmigtir (Sekil 3.11).

Sekil 3.11. Bitkilerin tiyliliik 6zellikleri. 1:Az tiiyli, 2: Tiyli, 3: Cok tiiylii

3.2.1.3.Bitkilerin hasat edilmesi:

Bitkiler hasat edilmeden 6nce (Sekil 3.12) her aksesyona ait orneklerin basakli sap
sayisi, basaksiz sap sayist ve basakcik sayist belirlenmistir. Bitkiler kok kisimlarindan
kesilerek saksilardan uzaklastirilmis ve hassas terazi ile biyokiitle (g) olgtimleri yapilmistir.
Hasat islemi yapildiktan sonra bitki bagina tohum verimi (g), bitki bagina tohum sayis1 (adet)
ve bin tane agirligr (g) belirlenmistir. Her aksesyona ait tohumlar ayr1 ayr1 kagit posetlere
konularak etiketlenmistir. Paketlenen tohumlar genetik kaynak koleksiyonu olarak

kullanilmak iizere — 20 C° deki dolapta koruma altia alimistir.

Sekil 3.12. Hasat edilecek bitki 6rnekleri
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3.2.2.Molekiiler karakterizasyon ¢alismalar:
3.2.2.1. Flow sitometri ile cekirdek DNA analizi

Flow sitometri; kan hiicrelerinin hizli ve hassas bir sekilde sayimi1 ve analizi amaciyla
gelistirilmis bir metodtur. Teknolojik ilerlemeler ve yeni floresan boyalarin gelistirilmesi,
flow sitometriyi biyolojik arastirmalarda yaygin olarak kullanilan vazgecilmez bir analiz
yontemi konumuna getirmistir. Flow sitometrinin bitki hiicre ve organellerinin analizinde
kullanimi yaklagik 20 yil 6dnce baslamis olup, giiniimiizde her gecen glin artmaktadir. Flow
sitometri, bitkilerde genis kullanim potansiyeline sahip olmasina ragmen, bugiine kadar en
fazla ¢ekirdek DNA (nuclear DNA content) analizinde kullanilmistir (Dolezel ve Bartos
2005).

Cekirdek DNA igerigi hem bir bitkinin hiicreleri arasinda, hemde ayni tiiriin farkli
bireyleri arasinda degismeden sabit kalmakta ve bu nedenle tiirlere 6zel olmaktadir (Bennett
ve Leitch 1995). Tirler arasinda ise ¢ekirdek DNA igerigi bakimindan 6nemli diizeyde
farkliliklar gézlenmektedir. Bu nedenle ¢ekirdek DNA igerigi bilgisi taksonomik ve evrim
caligmalar1 i¢in son derece yararhidir (Rees ve Walter 1965, Southern 1967, Price ve Bachman
1975, Ohri 1998, Ozkan ve ark. 2003). Murray (2005) yeni tiirlerin olusumunda c¢ekirdek
DNA igeriginin bitki morfolojisinden daha once farklilagtigini bu yiizden de, eger bir tiir
icerisinde c¢ekirdek DNA igerigi farkliligi belirlenmisse bunun tiir ig¢inde taksonomik
cesitliligin ve yeni bir tiir olusum siirecinin varligim1 gosteren bir belirti olabilecegini
aciklamistir.

Bir bitkinin ¢ekirdek DNA igerigi mutlak olarak belirlenmek istenirse, bu bitkinin
DNA igerigi, DNA igerigi bilinen bir standart ile kiyaslanir. Bu standart bitki belirlenirken
analiz yapilacak ornek ile standardin piklerinin iist {iste gelmemesine dikkat edilmelidir. Bu
durumda standart bitkinin ¢ekirdek DNA igerigi 6rnek bitkiden ya daha bilyiik ya da daha
kiiciik olmalidir. Ayrica standart se¢iminde dikkat edilecek diger bir nokta ise, ornek ile
secilecek standardin ¢ekirdek DNA igerikleri arasindaki farkin minimum diizeyde olmasidir.
Ciinkii aralarindaki fark biiyiidiikce hata orani artmakta ve boylelikle analizin hassasiyeti
azalmaktadir.

Standart olarak ¢ekirdek DNA igerigi bilinen bir bitki kullanilacaksa, standart bitkinin
dokular1 da analiz edilecek 6rnege ait dokularla birlikte ayn1 anda hazirlanir. Bu ¢alismada B.
distachyon aksesyonlari igin standart olarak 0,99 pg/2C DNA’ya sahip Oryza sativa (geltik)

kullanilmistir.
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3.2.2.1.1. Cekirdek DNA analizi i¢cin 6rneklerin hazirlanmasi ve incelenmesi

Calismada ¢ekirdek DNA analizi, saglikli ve geng fidelerden (her aksesyon i¢in 10 bitki)
elde edilen taze yaprak dokular1 kullanlarak gerceklestirilmistir. Bu ¢alisma NKU, Ziraat
Fakiiltesi, Tarla Bitkileri Bolimii, Bitki Genetigi ve Sitogenetigi laboratuarinda bulunan
PARTEC marka Flow sitometri cihazi kullanilarak yapilmistir. Yapilan ¢ekirdek DNA igerigi
analizlerinde PARTEC firmasmin hazir kitleri kullanilmistir. Analizlerde B. distachyon
aksesyonlar1 i¢in 0,99 pg/2C DNA’ya sahip Oryza sativa (geltik) standart olarak
kullanilmistir. Cekirdek DNA analizi igin Oncelikle bitki dokularindan gekirdekler izole
edilmistir. Cekirdek izolasyonu prosediirii asagidaki gibidir;
1-Yaklasik olarak 0,5 cm? biiyiikliigiinde saglikli yaprak dokusu petri kabina konur ve lizerine
500 pl Exraction Buffer ilave edilir (Sekil 3.13).

Sekil 3.13. Cekirdek izolasyonu i¢in B. distachyon ve O. sativa ‘dan 6rnek alinmasi

2- Yaprak dokusu keskin jilet ile 30-60 saniye siiresince kiigiik parcalara ayrilana kadar

parcalamir. Bu sekilde hazirlanmis 6rnek petri kabi igerisinde 10-15 saniye ¢alkalanir (Sekil
3.14).

Sekil 3.14. Cekirdek izolasyonu i¢in bitki 6rneklerinin pargalanmasi

3-Calkalama isleminden sonra 30-90 saniye kadar petri kabinda bekletilen 6rnek Partec marka
50 ul CellTrics filtre ile siiziilerek tiip igerisine transfer edilir (Sekil 3.15).
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Sekil 3.15. Cekirdek izolasyonu i¢in hazirlanan 6rnegin siiziilmesi

4-Ttp icerisine daha once hazirlanmis 2ml staining soliiyon ilave edilerek 1s1ksiz bir ortamda
30-60 dakika inkiibe edilir. Bu siirenin sonunda drnekler flow sitometri cihazi kullanilarak

analiz edilir (Sekil 3.16).

Sekil 3.16. DNA izolasyonu i¢in hazirlanan 6rnegin saklanmasi ve Flow sitometri cihazina
yerlestirilmesi
*Staining Soliisyonun Hazirlanmasi: Her 6rnek icin; 2 ml Staining Buffer, 6 pl
RNAse stok soliisyon, 12 pl Pl (Propidium lodide) stok soliisyonu karistirilarak staining
soliisyonu hazirlanir (Sekil 3.17)

Sekil 3.17. Staining soliisyonun hazirlanmast
Staining soliisyon 1s1ksiz ortamda 4°C’de 1 giin saklanabilir. Eger 6rnek hazirlanmig

halde ise ayni1 sartlarda 12 saat kadar muhafaza edilebilir.
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3.2.2.1.2.Flow sitometri ile DNA iceriginin ol¢iilmesi

Omek hazirlamada uygulanan prosediirdeki islemler sonucunda bitki dokusundaki
hiicreler mekanik olarak pargalanir ve hiicre gekirdekleri serbest hale geger. Exraction Buffer
igerisinde bulunan deterjan serbest kalan gekirdeklerin zarlar1 iizerinde porlar olusmasini
saglar. Bu porlardan staining soliisyonunun iginde bulunan PI (niikleik asitlere baglanma
ozellegine sahip florasan boya) ¢ekirdek icerisine girer ve niikleik asitlere baglanir. Porlardan
gecen PI miktart ile ¢ekirdek DNA igerigi dogru orantilidir. Yani ¢ekirdek DNA igerigi ne
kadar fazla ise ¢ekirdegin igerisine giren ve baglanan PI’da bu orana bagl olarak artis gosterir.
Bu protokole goére hazirlanmis olan 6rnek flow sitometri cihazinda analiz edilirken, cihazin
yaydigi lazer 151k kaynaginin oniinden gecen hiicreler genetik yapiya baglanan PI miktartyla
orantilt olarak florasan 11k yayar. Yayilan florasanlar cihazin igerisinde bulunan ilgili
boliimlerde bir dizi islemden gecerek elektrik sinyallerine doniisiir ve bilgisayar monitoriine
histogram olarak yansir. Histogramin dikey ekseni; analiz edilen hiicre sayisini, yatay ekseni
ise; analiz edilen Orneklerin florasan yogunlugunu gdstermektedir. Yatay eksenin sagina
dogru gittikge ¢ekirdek DNA igerigi artmaktadir (Tuna 2012). Ekranda olusan histogramda
eger tek bitki analiz edilmis ise; 2 tane pik olusur. Histogramin bu sekilde olusmasinin
nedeni; Ornegin hazirlandigi dokuyu meydana getiren hiicrelerin flow sitometri analizi
sirasinda, hiicre dongiisiliniin degisik asamalarinda bulunmasidir. Hiicrelerin bir kismi mitoz
asamasindan yeni ¢ikmis iken (bdliinme heniiz gerceklestiginde cekirdegin replike olmamis
DNA igerigine sahip olunan durum), bir kismi da mitoz asamasina girmek i¢in son
hazirliklarimi yapmaktadir (¢ekirdegin replike olmus DNA igerigine sahip olunan durum).
Hiicrelerin geri kalan kismi da bu iki asamanin arsinda bulunan DNA sentez (S fazi)
asamasinda bulunmaktadir. Cekirdegin DNA igerigi, hiicre dongiisiiniin DNA sentez (S fazi)

faz1 baglangicinda artmaya baslar ve sonunda ¢ekirdegin DNA igerigi replike olur (Sekil 3.18).
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Sekil 3.18. A: Hiicre dongiisii, B: B. distachyon (Bd21) G1 ve G2 pikleri
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Cekirdek DNA igerigi genellikle “C” degeri olarak ol¢iiliir. Bu terim ilk defa Swift
(1950) tarafindan kromozom sayis1 ile meydana gelebilecek karisikliklar1 6nlemek igin ortaya
atilmigtir (Bennet ve Leitch 1995, 2005). Herhangi bir genotipin C degeri (1C degeri)
genotipin sahip oldugu replike olmamis haploid kromozom takiminin icerdigi DNA miktarini
ifade etmektedir. Diger bir deyisle bir ¢ekirdegin 1C DNA igerigi, polen mitozundan hemen
sonra polen danelerinin sahip oldugu ¢ekirdek (DNA’ s1 replike olmamis, hiicre dongiisiiniin
G; faz1) DNA igerigidir. Bir ¢ekirdegin 2C DNA igerigi, DNA’s1 replike olmus haploid
cekirdegin (polen mitozundan hemen oOnce g¢ekirdegin DNA igerigi, hiicre dongiisiiniin Gy
faz1) veya DNA’s1 heniiz replike olmamis diploid ¢ekirdegin (2n kromozom sayisina sahip
diploid bir bitkinin G; fazi) DNA igerigidir. Histogramda G1 piki olarak ifade edilir. 4C DNA
icerigi ise DNA’s1 replike olmus diploid ¢ekirdegin DNA igerigidir. Histogramda G2 piki
olarak ifade edilir.

Flow sitometri ile yapilan ¢ekirdek DNA analizlerinde hassas bir analiz i¢in histogram
tizerinde bulunan piklerin miimkiin oldugunca ince ve uzun olmalidir. Ayrica varyasyon
katsayisina (CV) bakarak giivenli sonuglar elde edilebilir. Hazirlanan 6rnegin kabul edilebilir
olmast i¢in CV’nin %3 ve daha diisiik olmasi1 istenir. Fakat bazi zor tiirlerde kabul
edilebilirlik diizeyi %5’¢ kadar ¢ikar (Dolezel ve Barto§ 2005). Bir 6rnegin mutlak DNA
igerigi, Ornek ile secilen standardin G1 piklerinin floresan yogunluklarina ait degerler
kullanilarak asagidaki formiil (3.1) araciligiyla pikogram (1pg = 10 ™2 g) olarak hesaplanir
(Sekil 3.19).

Ornek Ornegin Floresan Yogunlugu (G1 pikinin degeri) Standardin Pikogram

Cekirdek Olarak Bilinen DNA (3.1)

DNA igerigi |~ | Standardin Floresan Yogunlugu (G1 pikinin X Icerigi )
degeri)

Peak Index Mean  Area Area% CV% ChiSqu
1.000 5420 206 13.04 2436 0.19
2471 133.92 595 3760 222 0.19
3389 18369 658 4154 250 0.19
5040 27316 124 781 240 0.19
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Sekil 3.19. B. distachyon (Bis) ve standart O. sativa’ya ait G1 pik degerleri
Yukarida verilen formiile gére ¢ekirdek DNA igerigi; (133,92/183,69) x 0,99 = 0,722 pg’dir.
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3.2.2.2.SSR ( Mikrosatellit) analizi

Her biri okaryotik DNA’daki 6zelliklere dayali olarak tasarlanan ve kalitsal olarak
izlenebilen molekiiler markorlar gliniimiizde bitki molekiiler biyolojisi alaninda yogun bir
sekilde kullanilmaktadir. Molekiiler markorlarin bitki molekiiler biyolojisinde kullanildigi
alanlara 6rnek olarak bitki genom haritalanmasi, bir markor yardimiyla 1slah (markor-assisted
breeding), gen klonlama ve tohum saflig1 tayini verilebilir (Comertpay 2008).

Molekiiler markor, kalitimi giivenilir sekilde belirlenebilen, bir protein ve DNA
degiskenidir (Jones ve ark., 1997). Pedigri ve morfolojik bilgilerle kiyaslandiginda, molekiiler
markdrlar ile yapilan c¢alismalar, genotipler arasindaki farkliliklari, gen kaynaklarinin
korunmasi ve kullanimi i¢in gerekli bilgileri DNA diizeyinde giivenilir ve etkili bir sekilde
ortaya koymaktadir.

Bitki populasyonlarinin karakterizasyonu i¢in kullanilan bir¢ok molekiiler markor
vardir. Bunlar; 1) Fenoller, alkaloitler ve protein olmayan aminoasitleri igerisine alan
biyokimyasal bilesikler 2) Enzim ve depo proteinleri ve 3) DNA markoérlaridir (Pérez de la
Vega, 1993).

Bitkilerde DNA markérleri kullanilarak yapilan polimorfizim analizleri; gen
kaynaklar1 ve genetik benzerlikleri arastirmak ve nitelendirmek i¢in giiglii bir ara¢tir (Powell
ve ark., 1996). Son 20 yildan beri ¢ok farkli molekiiler markoér teknigi gelistirilmis olup
bunlardan bazilar1 RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism), RAPD (Random
Amplified Polimorphic DNAs), AFLP (Amplified Fragment Length Polimorphisms), SSR
(Simple Sequense Repeats) ve SNP (Single Nucleotid Polymorphism)’dir.

Basit tekrarli diziler (SSR) olarak bilinen mikrosatellit DNA markérlari gogunlukla
Okaryotik tilirlerin genomlarinda ard arda tekrarlanan ikili, ti¢lii, dortlii ve besli niikleotid
kiime dizileri halindeki DNA uzantilaridir. Ornegin (AT)n, (GC)n, (CA)n, (ATT)n ve (AGC)n
gibi. Bu tekrarlar bireyden bireye farkliliklar gosterir ve tekrar sayis1 “n’’deki degisimler; ayni
lokusta, genotipler arasinda farkli uzunlukta PCR iiriinlerine yol agar.

Mikrosatellitler, ko-dominant kalitim ozelligi gostermeleri, lokusa 6zgii olmalari,
genom i¢inde diizglin yayilis gostermeleri ve genom hakkinda diger molekiiler markdrlere
gore daha fazla bilgi vermeleri yaninda PCR’a dayali bir teknik olmasindan dolayr ¢ok
arzuedilen ve bir ¢ok bitki tiiriinde kullanilan bir DNA markoriidir. Mikrosatellit DNA
isaretleyici teknigi misir, soya, Kolza, celtik, arpa ve bugday tiirlerinde basariyla
uygulanmistir. Tiim bu bitkilerde yapilan ¢alismalar gostermistir ki polimorfik diizeyi diger

DNA markorlerinden daha yiiksektir (Comertpay 2008). Bu nedenlerle ¢alismada

38



Mikrosatellit DNA markorlart tercih edilmis ve ¢alismanin bu asamasi John P. Vogel’in
laboratuvarinda (USDA-ARS, Western Regional Research Center, Albany, CA, USA)
yapilmistir. Calismada 32 B. distachyon aksesyonuna ait 142 genotip ve 11 SSR primeri

kullanilmistir. SSR analizinde su agamalar takip edilmistir;

3.2.2.2.1. DNA izolasyonu

DNA izolasyonu Phire Plant Direct PCR Kit (Thermo Scientific)’i kullanilarak,
dillution protokoliine gore {iretici firmanin belirttigi sekilde yapilmistir. Kisaca DNA
izolasyonu serada yetistirilmekte olan 3 haftalik bitkilerden 2 ul’lik otomatik pipet ucu ile
kiiciik bir yaprak dokusu alinarak igerisinde 30ul dillution buffer bulunan PCR tiiplerine
birakilmasi ile gerceklestirilmistir. PCR reaksiyonlarinin hazirlanmasinda her bir 6rnek i¢in

bu solusyondan 0.5 ul kullanilmastir.

3.2.2.2.2 Kullanilan Mikrosatellit Primerler

Cizelge 3.3.SSR Primerleri ve baz dizilisleri

Primer Tekrarlanan | Tekrar | EST/ | Primer Sekanslari ileri Primerler
Ad1 Birim Sayis1 | BES (5°—>3)
ALBO001 CT 22 EST TTCTCCACCAC CACGACGTTGTAAAACGACG
ACTCCTTCC ATCGTGTTCTTCCCCTTCA
ALBO006 GT 15 EST CCTCCTCCAAC | CACGACGTTGTAAAACGACTA
AACCACAGT GTAGCCCCCAAGCCTTCT
ALB022 CT 11 EST | ATTTCTGCCCA CACGACGTTGTAAAACGACG
GCAAACACT ACCTCCCCTGTCTCAGGT
ALBO030 TTG 9 EST | GTAGTCCAGCC | CACGACGTTGTAAAACGACCG
CCATCTTCC TCCGCAAGCTTGTTTT
ALB040 CTT 8 EST | AGTCCTCCTCCT | CACGACGTTGTAAAACGACCC
CGCTAAGG CTGCTTCCCTCTCTCTCT
ALBO050 GT 15 EST GGAGGGAGAA | CACGACGTTGTAAAACGACTA
AAATGCCTTC GTAGCCCCCAAGCCTTCT
ALBO087 AGC 7 EST | GACTTGATGAA | CACGACGTTGTAAAACGACAC
GCCCTGCTC AGGCAGCAGCAGGAAC
ALB139 AGA 7 EST | TGTACCGGAGG | CACGACGTTGTAAAACGACGT
ATGAAGTCC GCCAAATCCAAGAAGGAA
ALB165 ATA 12 BES | ATTTGCCCCAC | CACGACGTTGTAAAACGACTT
AAATGGTTA CGTGGTTCAACAACATGG
ALB181 AC 9 BES | GGGTTCCACCT | CACGACGTTGTAAAACGACAT
GTCAGAAAA GCCAAATGGGACTGTTTC
ALB311 GA 6 BES CGTCGTCTTCA | CACGACGTTGTAAAACGACCC
GGTCTTTCC TAACAGCTTCCGTCTCCA
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Calismada, B. distachyon genomlarinin mikrosatelit bdlgelerinde bulunan
varyasyonun belirlenmesi amaci ile Vogel ve ark.” dan (2009) segilen ve DNA dizilimleri

verilen 11 SSR primeri kullanilmistir ( Cizelge 3.3).

3.2.2.2.3.SSR allel bélgelerinin PCR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu) ile cogaltilmasi

SSR bélgelerinin ¢ogaltilmasinda PCR reaksiyonu; 10 mM Tris-HCL (pH 9.0), 50mM
KCI, 0.1% (v/v) Triton X-100, 2.5 mM MgCI2, 0.1% BSA, 1% PVP-40, 200 uM dNTPs, 0.5
U Tag DNA polimeraz enzimi,11.25 ng genomic DNA, 0.5 uM markér spesifik ters (reverse)
primer, 0.033 uM markér spesifik isaretlenmis ileri (forward) primer ve 0.5 um VIC, olmak

tizere 9.5 ul’de gergeklestirilmistir.

PCR reaksiyonu i¢in kullanilan PCR programu ise:
1.95°C’ de 2 dk, 2.95°C’de 20 s 3.54°C’de 20 s 4.72°C’ de 1 dk
5.72 °C’ de 30 dk

2-4. basamaklar 34 tekrar olmak iizere toplam 35 dongii olacak sekilde uygulanmistir.

3.2.2.2.4 PEG (PolyEthylene Glycol) metodu ile PCR iiriinlerinin ¢oktiiriilmesi

Esit hacimde (1 ml) TE buffer, NaCl (4M), ve %48 lik PEG 800, 15 ml falcon tiipii
icerisinde vortekslenerek iyice karistirildiktan sonra tiipler icerisinde bulunan her bir PCR
{iriinii iizerine 30 ul ilave edilir. Plate kisaca spin edildikten sonra, 6nce 37 °C de 15 dakika ve
daha sonra 4 °C de 15 dakika inkiibe edilir. Daha sonra plate 3500 rpm de 30 dakika santrifuj
edilir. Supernatant atilir ve platin gézenekleri soguk etanol ile doldurulduktan sonra 3000 rpm
de 10 dakika santrifuj edilir. Etanol bosaltilir plate ters olarak ¢ok kisa spin edilir. Etanol
tamamen uzaklastirildiktan sonra plate kisa bir siire kurutulur. PCR {iriinlerinin bulundugu tiip
icerisine 30 pl TE buffer ilave edilir, ¢6ziinmesi i¢in oda sicakliginda 15 dakika

inkiibasyondan sonra hafifce vortekslenir ardindan da spin edilir.

3.2.2.2.5.Platelerin sekanslama cihaz icin hazirlanmasi

Her bir plate igin bir tiip icerisine 1 ml formamide ve 3ul Lize (GS500LIZ molekiiler
markor) ilave ederek iyice karistirilir ve solusyondan plate {izerinde bulunan her gézenege 9
ul ilave edilir. Her bir gézenege 1 ul de PCR iiriinii ilave edildikten sonra plate cok kisa bir

sekilde spin edilir. Ornekler analiz i¢in sekanslama cihazina (ABI 3730xI ) yiiklenir.
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3.2.2.2.6.istatistiki analizler

Calismamizda, her lokustan elde edilen allellerin sikliklar1 (frekanslari),
heterozigotluk orani, polimorfizm bilgi igerigi (PIC, Polymorphism Information Content) ve
ayrimlama giicii (Power of discrimination, PD) hesaplanmistir. Bu Olglitler bir genetik
isaretleyicinin bireyin tanimlanmasinda kullanilabilirligini 6lgmektedir (Ozkan 2005). Bu
parametrelerin hesaplanmasinda Genetix 4.04 (Belkhir ve ark. 2001), GenAlEx 6, Cervus 3.0
ve PowerStatsV12 programlar1 kullanilmistir. Konu ile ilgili istatistik programlar internetten

indirilmis olup, kaynaklar kisminda internet adresleri ayrintili olarak verilmistir.
3.2.2.2.6.a.Allelik varyasyonun hesaplanmasi

Caligilan aksesyonlar igerisinde bir lokus i¢inde allelik farkliliklarin olmasi yani farkli
uzunluklarda allellerin goriilmesi  bu aksesyonlarda genetik cesitlilik oldugunu ifade

etmektedir. Allel frekanslarinin hesabi asagidaki esitlige (3.2) gore hesaplanmustir (Nei, 1987).

nii + Z nij Xi= Ai allelindeki genin frekansi
Xi = TJ:I n= Populasyondaki toplam birey sayist
nii= Ai allelindeki toplam homozigot birey sayisi (3-2)
nij=Ai allelindeki toplam heterozigot birey sayist

Allel frekanslar1 bireyler ve bu bireylerin ait oldugu bolgeler arasinda genotipik
farklilik olup olmadigin1 belirlemek i¢in kullanilacak bazi istatistiki parametrelerin
hesaplanmasinda da kullanilmistir.

Genetik cesitliligin tanimlanmasinda kullanilan bir diger unsur ise; her bir lokus i¢in
allel sayilarinin ortalamasinin yani allelik zenginligin (na) belirlenmesidir. Lokus basina
diisen ortalama allel sayisi (na) populasyon biiyiikliigiinden etkilenmektedir. Bu deger
asagidaki sekilde (3.3) hesaplanmaktadir (Nei, 1987).

2 N, Nna= her bir lokus i¢in ortalama allel sayis1
Na= B
r

r=¢alismada kullanilan toplam lokus sayisi (3_3)

2npi = i.ci lokustaki toplam allel sayisidir.
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3.2.2.2.6.b.Heterozigotlugun hesaplanmasi

Yaygin olarak kullanilan bir baska genetik cesitlilik Olgiitii ise populasyonlarin
heterozigotluk diizeylerinin belirlenmesidir. Heterozigutluk diizeyi, incelenen lokuslar
acisindan populasyonlar igerisinde tespit edilen heterozigot bireylerin ortalama ylizdesini

ifade etmektedir.

Calismada ¢ok sayida lokusla calisilmasi dolayisiyla, tiim lokuslarin calisilmasi
sonucunda beklenen ve gozlenen heterozigotluklar icin ortalama heterozigotluk hesaplanir.
Her bolge 6rnegi icin once lokuslar bazinda, sonra tiim lokuslar i¢in gézlenen alel sayilari,
ortalama alel sayilari, gozlenen heterozigotluk (Ho) ve beklenen heterozigotluk (Hg)

hesaplanarak genetik varyasyonlar saptanmistir (3.4).

Gozlenen Heterozigotluk= Bir lokustaki heterozigot sayisi

Toplam birey sayisi (3.4)

Beklenen heterozigotluk degerleri (2pq) hesaplanirken, her bir lokus igin ayri ayri
hesaplandiktan sonra tiim lokuslarin ortalamasi alinmistir. Bu hesaplamalarin yapilmasinda

GENETIX 4.02 (Belkhir ve ark., 2001) isimli istatistiksel paket programikullanilmustur.

3.2.2.2.6.c.F istatistikleri (F- fixation index) ve genetik uzakhgin hesaplanmasi

Wright’in F istatistikleri populasyonlarin yapisinin tanimlanmasinda ¢ok genis olarak
kullanilan parametrelerdendir (Naghlaki, 1998). Canlilarda kendi kendini dolleme veya
akraba bireylerin melezlenmesi populasyonlardaki akrabalik oranin1  (inbreeding)
arttirmaktadir. Bu populasyonlarda iizerinde ¢alisilan lokuslar bakimindan Hardy-Weinberg
dengesinden sapmalar goriilmektedir. Bu sapmalara homozigotlasma indeksi (F— fixation
index) denilmektedir. Ayni tiiriin farkli populasyonlari arasindaki genetik gesitliligi incelemek
ve populasyonlar arasi farki tanimlayabilmek i¢in fiksasyon indeksleri kullanilabilmektedir.
Bu indeksler Wright (1965) tarafindan gelistirilmis olup sembolleri Fyr, Fis ve Fsr ’dir. F
istatistikleri genetik varyasyonu; toplam populasyonlar, alt populasyonlar ve bireyler bazinda
inceler. Fir, Fis ve Fst degerleri beklenen ve gozlenen heterozigotluk degerlerine gore
belirlenebilmektedir (Nei, 1987). Bu calismada Fst degeri hesaplanmistir. Fsr, alt
populasyonlar arasinda bulunan genetik farkliliklarin 6l¢iimi i¢in belirlenen bir degerdir. Bir
primer acisindan populasyonlar1 karsilagtirmada kullanilir. O ila 1 arasinda bir deger alir.
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Belirlenen deger 1’e ne kadar yakin ise alt populasyonlar miisterek atadan olduk¢a uzaktir,
yani fazla miktarda genetik farklilagma goriilmektedir. Fst degeri kiicilk oldugu zaman
populasyonlarin arasindaki varyasyonun kii¢iik oldugu soylenebilir. Yani iki populasyon

birbirine genetik olarak benziyor demektir. Eger Fst degeri;

*0 — 0,05 arasinda bir deger aliyor ise kii¢iik bir genetik farklilagma;

*0,05 — 0,15 arasinda bir deger aliyor ise orta diizeyde farklilasma;

*0,15 — 0,25 arasinda bir deger aliyor ise biiylik bir genetik farklilasma

*0,25’ten biiyiik degerler aliyorsa c¢ok biiylik bir genetik farklilasmanin mevcut oldugu
soylenebilir (Ozkan 2005). Kisaca Fst ise populasyonlar arasi farklilasmay: belirlemekte

kullanilir. Fst asagidaki formiille hesaplanir (3.5).

Fst=(Ho—Hs)/Hr

Ho= Alt populasyonlarda gozlenen heterozigotluk ortalamasi, (3.5)
Hs = Alt populasyonlarda beklenen heterozigotluk ortalamast,

Hr =Toplam populasyonlardaki heterozigotluk ortalamasi ( Nei
1987)

3.2.2.2.6.d.Populasyonlar arasi genetik mesafenin hesaplanmasi

Genetik mesafe populasyonlar veya tiirler arasindaki gen farkliliklarinin biyiikligidiir.
Bu degerler genellikle geometrik uzakliklarla estir, yani mesafe degerinin “0” olmasi farklilik
olmadigna isarettir. Benzerlik (I) ve mesafe (D) degerleri birbirine komplementerdir ( 1+D =

1).Bu metod asagidaki sekilde tanimlanir (3.6):

D=-1Inl yada D= - Iogel D= Standart Genetik Uzaklik

I= Populasyonlar arasindaki genetik uzaklik

I= "’TXI / ‘\.'fjx j}, XY J* =X ve Y populasyonlarindaki Ai allelinin frekanslarinin
toplami

(3.6)
X J* =X populasyonundaki Ai allelinin frekans1

Y J* =Y populasyonundaki Ai allelinin frekansi
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Populasyonlar arasindaki genetik uzaklikg: 6lgebilmek igin kullanilan birdeger olan |
basit genetik dzdeslik (basit genetik aynilik- simple genetic identity) olarak isimlendirilir. |
degeri O ile 1 arasinda degerler aldigi zaman genetik uzaklik (D) 0 ve oo arasinda deger alir.
(I) degeri 1’¢ esit ise iki populasyonda tiim lokuslardaki genfrekanslar1 bakimindan aymdir
denilir. Eger (1) degeri 0’a esit ise populasyonlarda galisilan mikrosatellit bolgelerinde hig bir

ortak allelin olmadig: sdylenebilir.
3.2.2.2.6.e. PIC (Polimorfizm bilgi icerigi) ve PD (Ayrimlama giicii)

"Polimorfizm Bilgi igerigi yada Poliformik bilgi kapsami" bir toplumdaki allel sikligi
ile hesaplanir ve ortalama tekrar uzunlugu ile yakin iligskidedir. PIC degerleri, genetik
haritalamada yararli bir bilgi indeksi olup calisilan lokuslarin allel sikliklarina ve allel
sayisina bagli olarak degismektedir. PIC degerinin, 0,75'e esit veya flzerinde olmasi
bilgilendirme ag¢isindan uygundur. PIC degeri asagidaki formiille (3.7) bulunur (Laborda ve
ark. 2005);

n PIC; = i.’ci lokusun polimorfizm bilgi i¢erigi
PIC; = 1-X Pijz i ve j = allel siklig1 (3.7)
j=1 Pij = n sayisida allele sahip olan i. ci lokusun j’ ci allel frekansi

Ayrimlama giicii (Power of Discrimination=PD) ise karsilagtirma olasiligimnin 1’den
farki alinarak hesaplanmaktadir. Caligilan bireyler arasinda ayni genotipte olmayan, farkli
DNA profiline sahip olan bireylerin olasiligim1 ifade etmektedir. Birden fazla lokusun

ayrimlama giicii i¢in asagidaki esitlik (3.8) kullanilmaktadir (Ozkan 2005).

Pb-kombine= 1 - H(l_ Poi) - 1_]_[(1_ Pu)
i=1 i

Kombine ayrimlama giicii: formiiliiniin agilimi: 1-(P*P*Ps*............... Pn) (3.8)
n= lokus sayisi
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3.2.2.2.6.1. Allellerin paylasim uzunluklarinin dl¢iimii

Bireyler arasi genetik uzakligi saptarken allel paylasim uzunluklarinin (allelesharing
distance) mikrosatellit verilerinin analizinde uygun bir Ol¢iit oldugu belirtilmektedir
(Bowcock et al., 1994). Bu metod ayn tiirdeki populasyonlarda yer alan tim bireylerin
icerisinde ortak olan allelleri temel olarak almaktadir. Bu tiirlerin daha 6nceki zamanlarda
bazi alt populasyonlara bdliinmiis olmasi olasiligi gozoniine alinir ve bu nedenle temel
populasyonlarda allel frekansinin béliinmiis olan populasyonlardaki allel frekanslarindan daha
yiksek olmasi gerektigi varsayimi Kabul edilmektedir. Tiim alellerin populasyonlara
bolinmesi sirasinda tamami ile paylasilmadigi baz alinarak hesaplamalar yapilir. Sonug
olarak alellerin paylasim oranlarindaki artisin populasyonlardaki genetik benzerligi arttirdigi
diistiniilmektedir (Chakrobarty ve ark., 1992, Bowcock va ark., 1994). Bireyler arasindaki
allel paylasim uzunluklar: (DSAi) asagidaki gibi hesaplanir (3.9).

Z N S= Tiim lokuslardaki toplam paylagilan

DSAi= 1 - Ps 2r alellerin sayisi (3.9)

r = Toplam lokus sayidir.

3.2.2.2.6.g9. Faktoriyel birlestirici analiz

Faktoriyel birlestirici analiz (Factorial Correspondence Analysis), bireylerin
birbirleriyle iliskilerinin elde edilen veriler dogrultusunda ¢ok boyutlu diizlemde
incelenmesidir. Diger bir deyisle bireyler arasindaki akrabaligi arastirma i¢in yapilan bir
analiz olup ¢oklu boyutta bireylerin birbirlerine yakinhginin goriilmesini saglayan bir
analizdir. Bir bireyde bir lokusa ait belirli bir allelden ya hi¢ yoktur, yada bir veya en fazla 2
tane vardir. Bu veriler faktoriyel birlestirici analiz igin “dogrusal donistirim” (linear
transformation) ile diizenlenir. Analiz sonucunda ¢oklu boyutta diagram c¢izebilmek her bir
birey icin her bir lokustaki allel sayilarina gore linear bir bigimde transformasyon
yapilmaktadir. Genellikle 3 eksenli ¢izilen sekil bireyler arasi farki gorsellestirmektedir
(Byrne ve ark. 2001). Bu analiz i¢in Genetix 4.02 (Belkhir ve ark., 2001) yazilim programi

kullaniimastir.
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3.2.2.2.6.h. Genetik yapi analizi (model-based Bayesian Analizi)

B. distachyon aksesyonlarina ait 6rneklerin genetik yapilanmasini degerlendirmek ve
farazi olarak karistiritlmis bireyleri belirlemek i¢in model-based Bayesian analizi yapilmistir.
Bu analiz i¢in STRUCTURE 2.3.4 yazilim analizi kullanilmistir. Bu analiz bir populasyonda
veya ¢ok sayida populasyonda genetik olarak farkli 6zellik gdsteren bireylerin bulunmasini
saglar. Analiz O6rneklerin ‘soy katkisi® ve ‘alel frekanslari’ arasindaki iliski parametreleri
kullanilarak yapilmistir. Analizde K (populasyon sayisi) 1-12 arasinda deger alir, 100.000
istnma periyodu (burn in period), 100.000 MCMC (Markov Chain Monte Carlo)
tekrarlamarin1 yakindan takip eder ve her ¢alisma 10 kez tekrarlanir. Bizim veri kiimemizde
K’nin en uygun degeri alabilmesi igin K posterior olasiliklari da hesaplanmistir (Pritchard ve
ark. 2000, Distefanoa ve ark. 2013).
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1. Morfolojik Karakterizasyon Calismalarinda Elde Edilen Sonuglar

Ulkemizin farkl1 bdlgelerinden toplanan 48 B. distachyon aksesyonuna ait bitkilerin
bitki boyu, bayrak yaprak ayasi boyu, bayrak yaprak ayasi eni ve biyokiitlelerinin
Ol¢timlerinden elde edilen verilerin maksimum, minimum ve ortalama degerleri Cizelge 4.1’
de verilmistir. Basakli sap sayisi, bagaksiz sap sayisi, basakg¢ik ve tohum sayist ile ilgili veriler
Cizelge 4.2’de yer almaktadir. Tohum ve bintane agirligi, ¢imlenme, basaklanma ve
ciceklenme siireleri, bitki goriliniisii, bitki rengi, tiyliilik derecesi, bitki formu 6zellikleri ile
ilgili olarak yapilan gozlem ve Ol¢iimlerden elde edilen veriler de Cizelge 4.3 ve Cizelge

4.4’te verilmistir.

Yapilan 6l¢iimler sonucunda aksesyonlarin bitki boylarinin ortalama 24, 7 cm (11-43
cm) oldugu belirlenmistir. 29,103 cm ile Bd111l en uzun boylu bitkilere sahip iken bu
aksesyonu 28,800 cm ile Bd83, 28,759 cm ile Bd100, 28,375 cm ile Bd65 ve 28,.250 cm ile
Bd94 aksesyonlari takip etmistir. En kisa boylu bitkilere 19.133 c¢m ile Bd38 aksesyonunda
rastlanmaktadir. 19,591 cm ile Bd67, 20,000 cm ile Bd41, 20,833 cm ile Bd11 ve 20,842 cm
ile Bd69 kisa boylu bitkilere sahip diger aksesyonlardir. Daha 6nce yapilan ¢aligmalarda bitki
boyunun yaklagik 3-30 cm (Davis 1985), 20 cm (Draper ve ark. 2001), (18) 26 (35) cm
(Catalan ve ark. 2011), 34 cm ( 21-52 cm) (Filiz ve ark. 2009a), 15 cm (Vogel ve Bragg
2009) ve 5-18 cm arasinda degisen degerlere (Oney 2013) sahip oldugu rapor edilmistir.

Caligmamizda elde edilen bitki boy uzunlugu literatiirlerce desteklenmektedir.

B. distachyon aksesyonlarinin bayrak yaprak ayasi boylarinin ortalama 5,6 cm (2- 11,5
cm) bayrak yapragi eninin 4.5 mm (2-7 mm) oldugu belirlenmistir. Bayrak yaprak aya
boyunun en fazla oldugu aksesyonlar Adi (9,333 cm), Koz (9,063 cm), Bis (8,833 cm), Kah
(8,253 cm) ve Gaz (8,124 cm) seklinde siralanmaktadir. Bd14 ve Bd68 ( 3.500 c¢cm), Bd42
(3,625 cm), Bd105 (3,881 cm), Bd84 (4,000 cm) aksesyonlariin ise bayrak yaprak ayasi
boylariin kisa oldugu belirlenmistir. Bayrak yaprak ayasi eninin; Adi (6,400 mm), Gaz
(6,286 mm), Kah (6,133 mm), Koz (6,063 mm) ve Bd92 (5,750 mm) aksesyonlarinin bayrak
yaprak ayasi enlerinin genis, Bd15 (3,000 mm), Bd68 (3,250 mm, Bd41 (3,286 mm), Bd12
(3,313 mm) ve Bdl4 (3,333 mm) aksesyonlarinin ise bayrak yaprak ayasi enlerinin dar
oldugu belirlenmistir. Daha 6nce yapilan ¢alismalarda bayrak yaprak ayasi eni 1-6 mm (Davis
1985), 2,8 + 0,3 mm (Catalan ve ark. 2011) olarak agiklanmustir.
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Cizelge 4.1. Aksesyonlarm bitki boyu (cm), bayrak yaprak ayasi boy (cm), bayrak yaprak
ayasi en ( mm), biyokiitle (g) 6zelliklerine ait max.- min ve ortalama degerleri

o o Bay. Yap. Bay. Bay. Y. Biyo-

Aksesy | BitkiBoyu | Bitki g o L va | AEn | B | Biyokitle(e) | kile
on No: (cm) Boyu Bo (mm) Yap.

' ort. Orty En Ort. ort.

Bd3 18- 25 | 21,389 | 3- 7 4611 | 3-
Bd4 16- 30 | 22,680 | 4- 6 4,740 | 3-
Bd8 17- 28 | 22,050 | 2,5- 5 4,200 | 3-
Bdll | 13- 36 | 20,833 | 4- 45 | 4,167 | 3-
Bd12 | 16- 28 | 22,063 | 3- 5 4,094 | 2-
Bd13 | 15- 35 | 25,200 | 3- 5 4,300 | 3-
Bd14 | 20- 30 | 24,542 | 2,5- 6 4,208 | 2-
Bdl5 | 24- 29 | 26,000 | 4- 4 4,000 | 3-
Bd16 | 16- 28 | 24,000 | 3,5- 5 4,300 | 3-

6

5

5

4

3,500 | 2,800 - 6,850 | 4,765
3,800 | 2,640 - 6,480 | 4,297
3,600 | 2,140 - 6,360 | 4,124
3,500 3,06- 5370 | 3,935
3,313 | 2,510- 6,260 | 3,993
3,600 | 2,070- 4,960 | 3,586
3,333 | 2,830- 6,370 | 4,485
3,000 | 3,620 - 4,160 | 3,873
3,400 | 2,150- 4,590 | 3,298
3,950 | 1,890- 6,950 | 4,703
3,533 1,550- 6,480 | 3,886
3,286 | 2,140- 3,540 | 2,919
3,750 | 2,640- 3,540 | 3,228
4,680 1,540- 8,240 | 4,978
4,167 | 2,570- 5,600 | 4,052
4,167 | 3,150- 6,690 | 4,973
4,400 1,820- 6,880 | 3,943
3,636 | 2,540- 5,250 | 3,706
3,250 | 3,830- 5,680 | 4,690
4,000 1,470- 6,850 | 4,426
4375 | 3310- 7,110 | 5,014
4,440 | 2,820- 7,500 | 4,996
3,619 | 2,230- 5,960 | 3,734
4,448 | 2,810- 6,090 | 4,223
4,261 1,480- 8,940 | 4,299
4,115 1,610- 6,390 | 4,211
3,840 | 2,720- 6,410 | 4,389
4,286 1,660- 6,090 | 4,547
4,500 | 3,000- 5,610 | 4,437
5,750 | 3,370- 8,910 | 5,323
4,944 | 2,290- 7,510 | 4,767
4500 | 2,830- 7,950 | 4,696
4,000 | 2,540- 6,540 | 4,207
4,000 | 2,220- 6,610 | 4,344

Bd37 | 17- 28 | 22,850 | 3- 5,000 | 2-
Bd38 | 12- 255 | 19,133 | 3- 4,200 | 3-
Bd4l | 14- 26 | 20,000 | 2,5- 3,500 | 3-
Bd42 | 20- 22 | 21,125 | 2,5- 3,625 | 3-
Bd62 | 12- 36 | 25,760 | 4- 75 | 5340 | 3-
Bd63 | 22- 28 | 24,167 | 5- 7 5,667 | 4-
Bdé5 | 24- 375 | 28375 | 5- 85 | 6,000 | 3-
Bd66 | 22- 31,5 | 26,300 | 4- 7 4,967 | 3-
Bd67 | 125 29 | 19,591 | 25- 5 3,864 | 2-
Bd68 | 18- 25 | 21,250 | 3- 4 3,500 | 3-
Bd69 | 11- 33 | 20842 | 4- 88 | 5726 | 3-
Bd81 | 20- 36 | 27,563 | 5- 75 | 6,438 | 4-
Bd83 | 18- 42 | 28,800 | 35- 11,5 6,808 | 3-
Bd84 | 14- 41 | 23,333 | 2- 6 4,000 | 3-
Bd85 | 18- 28 | 24,569 | 3- 75 | 4,414 | 4-
Bd86 | 14- 29 | 20935 | 3- 95 | 5348 | 2-
Bd88 | 15- 30 | 23,269 | 3- 7 4,808 | 3-
Bd89 | 19- 34 | 24340 | 3- 7 4,640 | 3-
Bd90 | 17- 26 | 22,321 | 4- 9 5,464 | 3-
Bd9l | 19- 26 | 23,250 | 35- 95 | 6,464 | 4-
Bd92 | 11- 31 | 23332 |45- 10 | 7,357 | 4-
Bd93 | 14- 34 | 23500 | 45- 85 | 5789 | 3-
Bd94 | 21,- 31 | 28250 | 5- 10,5 6,286 | 4-
Bd9s | 14- 35 | 23,737 | 25- 8 5,026 | 3-
Bdo6 | 13- 29 | 20,947 [ 35- 6 4,684 | 3-

ol O g o N o o o1 o o O O o o o &~ o o o O o g &~ B~ O b W B B B B B OO >
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Bd97 | 15- 335 | 25,117 | 3- 85 | 5900 | 4-
Bd99 | 18- 43 | 28,034 | 32- 115 | 6,652 | 3-
Bd100 | 155 34 | 28,759 | 35- 10 | 6,093 | 4-
Bd105 | 14- 29 | 21452 | 25- 5 3,881 | 3-
Bd108 | 12- 35 | 23431 | 3- 10,6 | 5962 | 4-
Bd109 | 16,5 30,5 | 25,379 | 4- 78 | 5155 | 4-
Bd111 | 21,5 345 | 29,103 | 3- 9 5,224 | 3-
Bd112 | 195 37 | 27603 | 3- 95 | 4897 | 3-
Bd117 | 19- 36 | 26948 | 3- 95 | 6,190 | 4-
Bis. 225 25 | 23,500 | 85- 9 8,833 | 5-
Gaz. 20- 31 | 27,000 | 45- 105 | 8,124 | 5-
Koz. | 20- 33 | 25919 |55- 115 | 9,063 | 4-
Kah. | 165 375 | 26613 | 4- 10,8 | 8,253 | 5-
Adi 17- 36,7 | 27,320 | 6,5- 10,8 | 9,333 | 5-

5300 | 2,350- 7,530 | 4,986
4,103 | 2,310- 6,870 | 4,460
5,000 | 2,800- 7,440 | 5,252
3,381 | 2,060- 4,970 | 3,676
4,621 | 2190- 6,120 | 4,219
4586 | 2500- 6,190 | 4,272
4,724 | 2,970- 6,950 | 4,855
4483 | 1,180- 7,590 | 4,871
4,966 | 2590- 8,150 | 4,780
5,333 2,440 5470 | 3,990
6,286 | 2,570- 7,060 | 4,796
6,063 1,650- 6,650 | 4,156
6,133 | 2,820- 7,690 | 4,899
6,400 | 2,550- 7,160 | 4,878

~N| N N N O O Of O O Of O] O O o

Yapilan biyokiitle olgimleri (kok hari¢) sonucunda aksesyonlarin ortalama 4,5 ¢
(1,18- 8,94 g) biyokiitleye sahip olduklar1 goriilmiistiir. En fazla biyokiitleye 5,323 g ile Bd92
aksesyonunun sahip oldugu belirlenmistir. Bu aksesyonu Bd100 (5,252 g), Bd81 (5,014 g),
Bd83 (4,996 g) ve Bd97 (4,986 g) aksesyonlari takip etmektedir. 2,919 g ile Bd41, 3,228 g ile
Bd42, 3,676 g ile Bd105, 3,706 g Bd67 ve 3,734 g ile Bd84 aksesyonlari ise en az biyokiitleye
sahiptir. Ulkemizde daha &nce yapilan bir ¢alismada bitki biyokiitlesinin 0,4-15,77 g/bitki
arasinda degistigi (Filiz ve ark. 2009a) bildirilmektedir. Benjamin ve ark. (2011) 49. ve 72.
glinlerde yaptiklari 6lgiimlerde bitki agirliginin 14,1 mg/giin oldugunu agiklamislardir.
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Cizelge 4.2. Aksesyonlarin basakli sap sayisi (BSS, adet), basaksiz sap sayis1 (BSZSS, adet),
basakgik saysi (BCS, adet), ve tohum sayis1 (TS, tohum / bitki) 6zelliklerine ait
max.- min ve ortalama degerleri

Akses. | BSS BSS BSZSS | BSZSS | BCS (adet) | BCS TS (tohum/ TS Ort.
No: (adet) Ort. (adet) Ort. Ort. bitki)

Bd3 9- 85| 47,722 | 4- 25| 10,722 | 30- 212 | 118,167 | 233- 562 | 370,833
Bd4 22 - 50| 35480 | 0- 10 3,840 | 40- 197 | 129480 | 197- 565 | 388,280
Bd8 4 - 65| 31,600 | 0- 15 6,400 | 11- 125 62,600 | 223- 476 | 354,800
Bd11l 8 - 43| 29,667 | 2- 13 7,167 | 45- 111 68,500 | 232- 354 | 274,167

Bd12 17 - 75 39,750 | 0- 15 5563 [ 41- 167 94,438 | 192- 617 | 307,563
Bd13 8 - 44 | 27,400 | 0- 13 4,600 [ 32- 128 84,800 | 196- 404 | 316,200
Bd14 24 - 70| 47917 | 3- 8 5417 | 28- 135 90,083 | 243- 417 | 328,083
Bd15 23 - 75| 47,333 | 7 - 8 7,333 | 73- 86 81,000 | 283- 406 | 348,333
Bd16 17 - 55| 34,000 | O- 8 4,000 | 62- 127 96,400 | 284- 356 | 327,400
Bd37 13 - 55| 34,300 0- 14 3,700 | 11- 177 | 106,450 [ 162- 715 | 394,250
Bd38 12 - 70 37,133 | 0- 12 4867 [ 19- 188 | 118,333 86- 510 | 358,600
Bd41 10 - 50| 26,143 0- 10 2,714 | 21- 124 60,286 | 206- 380 | 298,429
Bd42 19 - 32| 27,250 | O- 4,000 [ 71- 107 88,750 | 245- 413 | 312,250
Bd62 12 - 46 | 31,000 [ O- 2,080 | 48- 204 | 139,400 | 143- 722 | 466,280
Bd63 19 - 45] 32,833 | 2- 4,167 | 65- 175 | 116,500 [ 256- 485 | 388,500
Bd65 23 - 63 | 41,667 | O- 3,833 ] 92- 197 | 156,333 [ 288- 635 | 457,000
Bd66 12 - 46 | 28,000 [ O- 2,867 | 27- 186 99,467 | 195- 503 | 329,067
Bd67 20 - 65| 39,636 0- 10 3,455 80- 145 | 107,727 | 240- 492 | 315,364
Bd68 30 - 42 | 34,750 | 4 - 7 5,250 [ 102- 158 | 128,250 | 238 - 652 | 433,750
Bd69 9- 60 | 35316 | 2- 20 7,158 | 18- 210 | 126,263 | 196- 695 | 425,263
Bds1 18 - 52| 33625 0- 15 6,625 | 40- 186 | 101,875| 270- 725 | 433,375
Bd83 21 - 58 | 34360 | 0- 12 3,560 | 49- 158 | 101,880 [ 242- 653 | 414,000
Bdg4 6 - 70| 37905 | 0- 22 7,048 | 15- 182 82,524 | 205- 450 | 325,905
Bd85 14 - 75| 32,000 | O- 8 2,897 | 55- 195] 118,966 | 205- 502 | 357,379
Bd86 21- 135] 50,609 | 2- 40 9,217 | 10- 403 | 140,217 | 120- 580 | 344,217
Bds8 8 - 59| 35885 0- 65 9,038 | 27- 263 | 112,077 | 170- 510 | 344,385
Bdg9 30 - 88 | 45760 | 2- 10 5160 | 61- 176 | 117,080 36- 470 | 307,000
Bd90 15 - 43 ] 31,357 | O0- 7 2,286 | 16- 150 | 109,286 | 174- 570 | 376,786
Bdal 18 - 56 | 33,071 | O- 7 3,786 [ 89- 186 | 134,000 | 253- 665 | 440,571
Bd92 6 - 80| 41607 0- 60 6,857 | 92- 256 | 152,500 | 272- 853 | 446,750
Bd93 9- 60 | 32,444 0- 15 6,000 | 38- 204 | 133,778 | 216- 755 | 426,611
Bd94 18 - 49 29,286 | 0- 5 1429 | 58- 172 | 102,357 | 296- 525 | 376,857
Bd95 15 - 65| 38526 | 0- 18 4,684 | 23- 187 | 108,684 [ 218- 496 | 338,947
Bd96 10 - 61| 35211 2- 10 4,105 50- 158 | 109,579 | 210- 603 | 401,579
Bd97 21 - 45| 34,033 0- 15 4833 81- 185| 131,233 | 193- 596 | 388,800
Bd99 14 - 43| 31,517 | O- 8 3,862 [ 37- 141 87,966 | 167- 610 | 361,897

© (00 |00 |O1 [0
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Bd100 18 - 43| 32,862 | O- 5 1,828 | 48- 150 | 119552 | 162- 690 | 452,690
Bd105 22 - 78| 42,238 0- 12 4524 | 36- 148 84571 | 162- 497 | 304,524
Bd108 21 - 40 | 30,448 | O- 8 2,862 | 67- 181 | 117931 | 133- 530 | 348,759
Bd109 20 - 43| 29,724 | O - 8 2,621 | 84- 155 | 114,241 | 108- 496 | 347,414
Bd111 21 - 39 | 28,103 | O- 7 3,138 72- 160 | 117,931 | 160- 513 | 376,103
Bd112 15 - 421 30,172 | O0- 7 3931 23- 171 | 110,414 | 140- 526 | 357,034
Bd117 20 - 41 ] 31,276 | O0- 6 2,724 | 62- 136 | 110,828 | 204- 552 | 373,517
Bis. 16 - 25| 21,667 | O- 3 1,667 | 49- 121 89,333 | 343- 434 | 377,667
Gaz. 18 - 35| 25571 | O- 7 3,095 [ 58- 120 85381 | 102- 615 | 351,905
Koz. 8 - 30| 20,813 | O- 6 2,063 | 20- 118 76,875 | 106- 520 | 321,188
Kah. 15 - 37| 23,267 | 1- 8 3,000 ] 59- 138 91,800 | 173- 562 | 350,333
Adi 12 - 43| 25,600 | O0- 6 2,300 | 49- 142 93,967 | 197- 515 | 373,167

Calisma sonucunda aksesyonlarin sahip oldugu basakli sap sayisinin 34 (4-135) adet
oldugu belirlenmistir. Bd86 (50,609 adet), Bd14 (47,917 adet), Bd3 (47,722 adet), Bd15
(47,333 adet) ve Bd89 (45,760 adet) aksesyonlar1 enfazla basakli sap sayisina sahip iken Koz
(20,813 adet), Bis (21,667 adet), Kah (23,267 adet), Gaz (25,571 adet) ve Adi (25,600 adet)

aksesyonlarinin sahip olduklar1 basakli sap sayis1 diger aksesyonlardan daha azdur.

Basaksiz sap sayisinin 4 (0-65) adet olarak belirlendigi ¢alismada Bd3 (10,722 adet),
Bd86 (9,217), Bd88 (9,038 adet), Bd1l (7,167 adet) ve Bd69 (7,158 adet) aksesyonlarinin
fazla sayida basaksiz sapa sahip olduklar1 goriilmiistiir. Bd94 (1,429 adet), Bis (1,667 adet),
Bd100 (1,828 adet), Bd62 (2,080 adet) ve Bd90 (2,286 adet) aksesyonlarinin ise basaksiz sap

sayilarinin az oldugu belirlenmistir.

Yapilan c¢alismada bitki basina basak¢ik sayisimin 111 (10- 403) adet oldugu
belirlenmistir. En fazla basak¢ik sayisina 156,333 adet ile Bd64 aksesyonu sahiptir. Bu
aksesyonu Bd92 (152,500 adet), Bd86 (140,217 adet), Bd62 (139,400 adet) ve Bd91 (134,000
adet) aksesyonlar1 takip etmektedir. Basak¢ik sayist az olan aksesyonlar ise Bd41l (60.286
adet), Bd4 (62,600 adet), Bd11l (68,500 adet), Koz (76,875 adet) ve Bd15 (81,000 adet)

olarak siralanmaktadir.

Bitki basina tohum sayisinin ortalama 372 (36- 853) tohum/ bitki oldugu goriilmiistiir.
Tohum sayis1 diger aksesyonlardan daha fazla olan Bd62 (466,280), Bd65 (457,000), Bd100
(452,690), Bd92 (446,750) ve Bd91 (440,571) aksesyonlaridir. Bd8 (274,167), Bd4l
(298,429), Bd89 (307,000), Bd105 (304,524) ve Bd12 (307,563) aksesyonlarmin ise bitki
basina tohum sayisi ortalamanin ¢ok altindadir. Draper ve ark. (2001) yaptiklar1 ¢alismada

51



bitki basina tohum sayisinin  80- 200 tohum/ bitki, Filiz ve ark. (2009a) 4-193 tohum/ bitki,
Brkljacic (2011) ise 100-1000 tohum/ bitki arasinda degismekte oldugunu agiklamislardir.

Cizelge 4.3. Aksesyonlarin tohum agirhgr (TA, g), bin tane agirligi (BTA, @), ¢imlenme
stiresi (CMS, giin), basaklanma siiresi (BS, giin) 6zelliklerine ait max.- min ve
ortalama degerleri

Aks. TA(9) TA | BTA(g) BTA | CMS CMS [ BS (giin) BS
No: Ort. Ort. (glin) Ort. Ort.
Bd3 0,700 2,380 | 1,465 | 2,997 5000 | 3,748 | 14 26 | 15833 | 130- 159 | 140,000
Bd4 0970 2,660 | 1,626 | 2,997 6,000 | 4,263 | 14 14 | 14000 | 129- 154 | 138,680
Bd8 0,890 2,350 1,491 3,004 5240 | 4,230 | 14 26 | 17,600 | 131- 162 | 144,500
Bd1l1l 0,760 1,770 1,192 3,034 5000 | 4,354 | 14 22 | 20,667 | 149- 158 | 153,833
Bd12 0,940 2,470 | 1,405 | 3,990 5025 | 4,626 | 14 22 | 15000 | 130- 149 | 136,750
Bd13 0,590 2,020 | 1,376 | 3,010 5000 | 4,202 | 14 22 | 18,800 | 129- 139 | 133,200
Bd14 0,730 1,750 | 1,302 | 3,000 5000 | 4,006 | 14 22 | 19,333 | 130- 159 | 139,833
Bd15 1,220 1,780 | 1,567 | 3,000 6,007 | 4709 | 14 22 | 19,333 | 136- 146 | 141,000
Bd16 0,980 1,900 | 1,428 | 3,000 5000 | 4,003 | 14- 22 | 18,800 | 131- 155 | 139,600
Bd37 0,810 2,980 | 1,724 | 3,006 5010 | 4,359 | 14 40 | 16,800 | 125- 141 | 133,800
Bd38 0,950 2,400 | 1,495 | 3,000 5000 | 4,112 | 14 22 | 15067 | 130- 140 | 136,667
Bd41l 0,620 1,900 | 1,219 | 3,000 5000 | 3,998 | 14 29 | 18,429 | 120- 144 | 135,714
Bd42 0980 1,660 | 1,360 | 4,000 5000 | 4,337 | 14 22 | 16,000 | 133- 139 | 137,500
Bd62 0,570 4,280 | 2,211 | 4,000 7,000 | 4,699 | 14 22 | 15280 | 106- 135 | 123,840
Bd63 1,140 1,940 | 1,658 | 3,996 5,000 | 4333 | 14 26 | 20,000 | 119- 136 | 126,167
Bd65 1,380 3,020 2,148 4,000 7,000 | 4,750 | 14 22 | 14,667 | 107 - 138 | 127,917
Bd66 0,780 2,380 | 1,435 | 3,000 6,000 | 4,459 | 14 22 | 14533 | 129- 178 | 138,067
Bd67 0,720 1,970 1,314 3,000 6,000 | 4,272 14 33 | 16,455 | 111- 144 | 134,636
Bd68 1,190 2,610 1,909 3,995 5,000 | 4500 | 14 14 | 14,000 | 134- 142 | 137,750
Bd69 0,500 2,830 | 1,696 | 3,000 5000 | 4,062 | 14 26 | 14,632 | 110- 139 | 130,158
Bd81l 1,040 2,900 | 1,745 | 3,000 6,000 | 3,947 | 14 22 | 19,000 | 97- 139 | 123,750
Bd83 1,020 3,490 1,944 3,000 7,980 | 4916 | 14 33 | 16,320 97 - 141 | 125,520
Bdg4 0,720 2,250 1,360 3,000 6,006 4,222 14 26 | 15,333 97 - 149 | 134,048
Bd85 1,060 2,570 | 1,809 | 4,000 9,000 | 5359 | 14 14 | 14,000 | 121- 135 | 127,517
Bd86 0,600 2,410 1,434 3,000 8,000 | 4,444 | 14 26 | 14,870 97 144 | 131,130
Bd88 0,650 3,060 1,671 3,000 6,020 | 4870 | 14 22 | 14,308 | 105- 144 | 133,808
Bd89 0,840 2,640 1,619 3,000 7,000 5003 | 14 14 | 14,000 | 121- 142 | 135,600
Bd90 0,870 2,970 | 1,994 | 4,000 8,000 | 5253 | 14 14 | 14,000 | 101- 142 | 128,143
Bd9ol 1,420 2,920 | 2,015 | 3,996 5,000 | 4538 | 14 22 | 15143 | 113- 130 | 123,571
Bd92 1,300 5120 | 2,520 | 4,000 8,000 | 5965 | 14 14 | 14,000 | 99- 119 | 106,929
Bda3 1,020 3,450 1,982 3,990 6,000 | 4,719 14 22 | 16,222 | 108 - 134 | 121,111
Bdo4 1,030 3,150 1,802 3,000 7,000 5000 | 14 33 | 15,357 | 112- 144 | 130,929
Bd95 0,960 2,980 | 1,688 | 3,000 9,010 | 4,889 | 14 22 | 16,105 | 121- 159 | 132,789
Bd96 1,050 2,620 | 1,943 | 3,000 8,010 | 4894 | 14 22 | 15263 | 118- 143 | 130,789
Bd97 1,020 3,960 2,386 4,000 10,000 | 6,183 | 14 14 | 4,000 110 - 126 | 119,100
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Bd99 1,250 3,640 | 2,366 | 5000 9,000 | 6571 | 14 22 | 14,276 | 93- 117 | 104,000
Bd100 | 0,970 3,550 | 2,569 | 4,000 7,000 | 5700 | 14 14 | 14,000 | 114- 128 | 122,172
Bd105 | 0,940 2,320 | 1,469 | 4,000 7,020 | 5,167 | 14 14 | 14,000 | 128- 143 | 134,238
Bd108 | 0,940 3,150 | 2,045 | 3,990 8,120 | 5929 | 14 14 | 14,000 | 113- 136 | 122,862
Bd109 1,030 2,950 | 2,132 | 4,000 8,000 | 5870 | 14 14 | 14,000 | 114- 132 | 125,862
Bd111 1,120 3,480 | 2,367 | 4,000 9,010 | 6,202 | 14 14 | 14,000 | 112- 131 | 124,724
Bd112 | 0,560 3,670 | 2,515 | 4,000 11,010 | 6,954 | 14 14 | 14,000 | 109 - 131 | 124,241
Bd117 1,020 4,230 | 2,196 | 4,000 8,000 | 5763 | 14 14 | 14,000 | 112- 131 | 122,379
Bis. 1,080 3,040 | 2,120 | 6,000 7,000 | 6,645 | 14 14 | 14,000 | 95- 100 97,000
Gaz. 1,100 3,690 | 2,417 | 5,000 10,000 | 6,811 | 14 14 | 14,000 | 88 - 102 96,429
Koz. 0,740 3,280 | 2,090 | 5,000 7,000 | 6,167 | 14 14 | 14,000 | 93- 112 | 102,438
Kah. 1,320 3590 | 2,475 | 5990 9,000 | 7,309 | 14 20 | 14,400 | 88- 111 | 100,867
Adi 1,350 3,610 | 2,496 | 5,000 8,010 | 6,537 | 14 14 | 14,000 | 91- 107 99,667

Bitkilerin sahip oldugu tohum agirlig1 1,95 g (0,5 — 5,120) olup tohum agirlig1 en fazla
olan aksesyon Bd100’diir (2,569g). Bd92 (2,520 g), Bd112 (2,515g), Adi (2,496 g) ve Kah
(2,475 g) tohum agirlig: fazla olan diger aksesyonlardir. Sahip olduklari tohum agirliklart az
olan aksesyonlar ise Bd11 (1,192 g), Bd41 (1,219 g), Bd14 (1,302 g), Bd67 (1,314 g) ve
Bd42 (1,360 g) aksesyonlaridir.

Aksesyonlarin sahip oldugu bin tane agirliginin 5,12 g (2,62 — 11,01 g) oldugu
belirlenmistir. Bin tane agirligi bakimindan dikkat ¢eken aksesyonlar Kah (7,309 g), Bd112
(6,954 g), Gaz (6,811 g), Bis (6,645 g) ve Bd99 (6,571 g) seklinde siralanmaktadir. Bd3
(3,748 g), Bd81 (3,947 g), Bd41 (3,988 g), Bd14 (4,006 g), Bd69 (4,062 g) aksesyonlari ise

ortalamanin oldukga altinda bin tane agirligina sahip aksesyonlardir.

B.distachyon aksesyonlarina ait tohumlar ekildikten sonra yapilan gozlemler
sonucunda tohumlarin 15 (14 - 40) giinde ¢imlendikleri tespit edilmistir. Bd11 (20,677 giin),
Bd63 (20 giin), Bd14 ile Bd15 (19,333 giin) ve Bd81 (19 giin) aksesyonlarinnin ¢imlenme
stirelerinin uzun, Bd4, Bd68, Bd85, Bd89, Bd90, Bd92, Bd97, Bd100, Bd105, Bd108, Bd109,
Bdl11, Bd112, Bd117, Bis, Koz, Gaz ve Adi aksesyonlarinin 14 giin ile ¢cimlenme siirelerinin
kisa oldugu belirlenmistir. Onceki calismalarda da tohumlarin 2 hafta da ¢imlendigi
aciklanmistir (Draper ve ark. 2001). Ayrica bitkilerin basak ¢ikarma siiresi 125 (88 — 178)
giindiir. Bd11 (153,833 giin), Bd8 (144,500 giin), Bd15 (141 giin), Bd3 (140 giin) ve Bd16
(139,6 giin) aksesyonlarinin basak ¢ikarma siirelerinin uzun oldugu, Gaz (96,429 giin), Bis
(97 giin), Adi (99,667 ), Kah (100,867 giin) ve Koz (102,438 giin) aksesyonlarinin ise daha

kisa zamanda basak ¢ikardiklar1 belirlenmistir.

53



Cizelge 4.4. Aksesyonlarin ¢igeklenme siiresi (CCS, giin), bitki goriiniisii (BG, 1-5), bitki
rengi (BR, 1-3), tiylilik derecesi (BT, 1-3), bitki formu (BF, dik-yar1 dik-
yatik) 6zelliklerine ait max.- min ve ortalama degerleri

Akses. | CCS (giin) CCS BG BG BR BR BT BT |BF

No: Ort. (1-5) Ort. (1-3) Ort. (1-3) Ort.

Bd3 145- 172 | 152,944 |3- 4 | 3222 |2- 3 [2167 |1- 3| 1,944 | Yatk

Bd4 15- 165 | 150680 |3- 5| 3640 |1- 3 |2080 |1- 3| 1960 | P
Yaridik

Bds 145- 187 | 159300 | 3- 4 | 3300 |2- 3 |2400 |1- 3| 2000 | Y2ukK
Yaridik

Bdll |159- 172 | 164833 |2- 5| 3167 |2- 2 |2000 |1- 2 | 1500 | Y2uk
Yaridik

Dik/

Bd12 142 - 152 | 147,625 | 3- Yardik

3,563 | 2- 3 | 2,063 2- 3| 2125

Bd14 144 - 171 | 152917 | 3- 3833 | 2- 32083 1- 1] 1,000 | Yaridik

5

Bd13 144 - 152 | 147,200 | 2 - 513800 |(2- 2 2000 1- 2| 1,400 | Yaridik
5
5

Bd15 148 - 157 153,000 | 3- 4,000 2- 312333 2- 2| 2,000 Dik/ .
Yaridik
Bd16 144 - 167 151,800 | 3 - 5 | 4,000 2- 2| 2,000 2- 2| 2,000 gﬁ?k/
Bd37 139- 151 145,300 | 3 - 5 | 3,550 2- 312350 1- 3| 2,100 Dik/ .
Yaridik
Bd38 144 - 152 148,467 | 2 - 4 | 3,067 2- 32,600 2- 3| 2,400 Dik/ .
Yaridik

Dik/
Bd41 133- 156 | 148,286 | 2 - Yatik

3,000 |2- 2,857 2- 2| 2,000

3

Bd42 145- 151 | 149,250 | 3- 3,000 |3- 3 | 3,000 2- 2| 2,000 | Dik
3
2

4
3

Bd62 122 - 146 136,640 | 2 - 51 4080 |1- 1,800 2- 2| 2,000 | Dik
5
5

Bd63 | 134- 148 | 140,000 | 4- 4167 | 2- 2,000 |2- 2| 2000 |Dik
Bd65 | 119- 148 | 139,750 | 4- 4417 | 2- 212000 |2- 2| 2000 |DPW
Yandik
Bd66 | 141- 148 | 145467 | 3- 5 | 4267 |1- 31933 |2- 2| 2000 | P
Yandik
Bd67 | 124- 154 | 145000 | 3- 5 | 3273 |1- 3 |2545 |2- 3| 2273 | DK
Yandik
Bd68 | 147- 151 | 149125 |3- 4 | 3375 |2- 3 |2750 |3- 3| 3000 |Dik
Bd69 | 123- 151 | 140895 | 2- 5 | 3421 |2- 3 |2211 |2- 2| 2000 | DK
Yaridik
Bdsl | 107- 148 | 133625 |3- 5| 4250 |2- 2 |2000 |2- 2| 2000 | DK
Yaridik
Bd83 | 109- 150 | 136,440 | 3- 5| 4,320 |2- 3 [2120 |2- 2 | 2,000 | Dik
Bds4 | 111- 158 | 144429 | 2- 5| 3524 |2- 3 |2048 |1- 2| 1714 | DK
Yandik
Bds5 | 135- 145 | 139,966 | 3- 5| 3,931 |2- 2 |2000 |2- 2 | 2,000 |Dik
BdS6 | 112- 155 | 142,087 |2- 5| 3130 |2- 3 |2304 |2- 3| 2435 ;{Z&‘j”"
Bds8 | 118- 153 | 144308 | 2- 5| 3,654 |1- 3 |2038 |[2- 3| 2231 zz:l‘g'k/
Bd89 | 133- 151 | 146160 |3- 5 | 3880 |2- 2 | 2000 |1- 2| 1880 | P
Yaridik
Bd90 | 117- 151 | 139500 | 3- 4 | 3500 |1- 3 | 1857 |2- 2| 2000 | P
Yaridik

Bdal 124- 139 | 133,786 | 3- 4 | 3643 |2- 32357 2- 3| 2214 | Yandik
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Bd92 | 111- 127 | 117,500 | 2- 5] 3750 |2- 2 | 2000 |2- 2 | 2,000 | Yardik
BA93 | 119- 143 | 131389 [2- 5 | 3833 |1- 3 |2278 |2- 3| 2278 | MW
BAo4 | 125- 152 | 141643 [3- 5 | 4571 [1- 2 1214 |2- 2 | 2000 | W
B9 [ 131- 155 | 141895 [3- 5 | 3842 |2- 3 |2058 |1- 2| 1421 |0
BA% [130- 130 | 141083 [2- 5| 3368 |2- 3 |2211 |2- 2| 2000 |0
BA97 | 122- 135 | 129967 | 2- 5 | 4200 |2- 3 |2333 |2- 2 | 2,000 | Dik
Bd99 | 107- 125 | 115690 | 2- 5 | 4241 |2- 3 |2138 |1- 2 | 1,414 | Dik
BA100 |125- 137 | 131724 [3- 5 | 4655 |1- 3 |2108 |2- 2| 2000 |0
BA105 [130- 152 | 144000 [2- 5| 3429 |2- 3 |2714 |1- 3| 2000 |OW
BA108 [124- 145 | 132552 [2- 5| 4034 |2- 3 |2310 |1- 3| 2207 | W
Bd109 | 124- 141 | 135310 | 3- 5 | 4345 |2- 3 |2103 |1- 2 | 1379 | Dik
Bdl1l | 125- 141 | 136,000 | 4- 5 | 4655 |2- 3 |2310 |2- 2 | 2,000 | Dik
Bdl12 | 109- 141 | 135655 | 3- 5 | 4379 |2- 3 |2414 |2- 3| 2310 | Dik
Bd117 | 124- 139 | 132310 | 3- 5| 4345 |2- 2 | 2000 |1- 2 | 1,897 | Dik
Bis. | 106- 110 | 107,333 | 4- 4 | 4000 |3- 3 |3000 |3- 3| 3,000 | Dik
Gaz. | 100- 111 | 106333 | 3- 5 | 4476 |2- 2 | 2000 |2- 2 | 2000 | Dik
Koz. |106- 122 | 113813 |3- 5 | 4375 |2- 2 | 2000 |2- 2 | 2,000 | Dik
Kah. | 100- 121 | 111133 |3- 5 | 4067 |2- 2 | 2000 |2- 2 | 2,000 | Dik
Adi | 101- 115 | 109333 |4- 5 | 4800 |2- 3 |2300 |2- 3| 2,300 | Dik

Bitkilerin ¢iceklenme siiresinin 136 giin (100-187 giin) oldugu gdzlenmistir.
Cigeklenme siiresi uzun olan aksesyonlar Bd11 (164,833 giin), Bd8 (159,3 giin), Bd15 (153
giin), Bd3 (152,944 giin) ve Bd14 (152,917 giin) seklinde siralanmaktadir. Gaz (106.333giin),
Bis (107,333 giin), Adi (109,333), Kah (111,133 giin) ve Koz (113,863 giin) aksesyonlarinin
ise kisa zamanda ci¢eklenen aksesyonlardir. Filiz ve ark.( 2009a) yaptiklar1 g¢alisma
sonucunda ¢igeklenme zamaninin 7-22 hafta, Catalan ve ark. (2011) ise 3,2 + 1,1 ay olarak

aciklamislardir.

Yapilan gozlemler sonucunda bitki goriinlisiiniin ortalama 4 (2-5) degerinde oldugu
belirlenmistir. Adi (4.8), Bd100 ve Bd11l (4,655), Bd94 (4,571) ve Gaz (4,476)
aksesyonlarinin bitki goriintisii degerlerinin yiiksek oldugu goriiliirken, Bd41 ve Bd42 (3),
Bd38 (3,067), Bd86 (3,13) ve Bd3 (3,222) aksesyonlarinin ise bitki goriiniisii degerlerinin
diisiik oldugu gozlenmistir.

Bitki renginin ise 2 (1-3) degerinde olmasi aksesyonlarin genellikle yesil renkte
oldugunu agiklamaktadir. Ancak aksesyonlar igerisinde agik yesilden (Bd94 (1.214), Bd90
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(1.857), Bd66 (1.937) ) koyu yesile ( Bis ve Bd42 (3), Bd41 ( 2.857), Bd68 ( 2.75) ) kadar bir
renk degisimi so6z konusudur. Filiz ve ark. (2009a) yaptiklar1 ¢aligmada bitki renginin agik
yesilden koyu yesile kadar degistigini, Oney (2013) ise bitkilerin agik sar1 renkte oldugunu
bildirmistir.

Bitkilerdeki tiiyliiliik derecesinin 2 (1-3) yani bitkilerin genellikle tiiylii oldugu tespit
edilmistir.Aksesyonlar arasinda Bd14 (1) gibi tiiysiiz ve Bis ile Bd68 (3) gibi ¢ok tiiylii
Ozellige sahip olanlar da bulunmaktadir. Davis (1985) bitkilerin tiiysiiz, Filiz ve ark. (2009a)
bitkilerdeki tiiyliilik 6zelliginin tiiysiiz (1) ile gok tiiylii (5) arasinda degistigini, Catalan ve
ark. (2011) ise bitkilerin tiiysiiz veya az tiiylii olduklarimni agiklamislardir.

Yapilan gozlemler sonucunda B. distachyon aksesyonlarinin bitki goriiniigiiniin
genellikle dik formda oldugu, ancak bazi aksesyonlarin yatik ve yari dik formlara sahip
olduklar1 belirlenmistir. Ulkemiz orijinli B. distachyon hatlar1 ile yapilan calismalarda
bitkilerin genellikle dik formlu oldugu bildirilmektedir (Vogel ve Bragg 2009, Oney 2013).
Filiz ve ark.(2009a) yaptiklar1 ¢alismada bizim sonuglarimiz gibi bitki goriiniiglerinin yatik,

yar1 dik ve dik formlarda degistigini agiklamiglardir.

Morfolojik ozelliklerin gozlem ve Olciimlerinden elde edilen veriler genel olarak
degerlendirildiginde baz1 aksesyonlarin belirli 6zellikler bakimindan (biyokiitle, tohum sayzsi,
tohum ve bin tane agirligi, vejetasyon siiresinin kisa olmasi...) diger aksesyonlara gore on
plana ¢iktig1 goriillmektedir. Diger taraftan bazi aksesyonlarin bu 6zellikler bakimindan sahip
olduklar1 degerlerin ortalamanin olduk¢a altinda olmas1 da dikkat c¢ekmektedir. Bu

aksesyonlar ve sahip olduklari 6zellikler Cizelge 4.5’te verilmistir.
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Cizelge 4.5. Morfolojik ¢alismalar sonucu dikkat ¢ceken aksesyonlar ve 6zellikleri

Ak.No | Lokasyon | Enlem-Boylam | Rakim | Cek, DNA Ozellikler

icerigi

Bd92 Dursunbey- | N 39°36.515' 2215 0,737 Bayrak yagrak eni genis, biyokiitle,
Balikesir feet basak¢ik ve tohum sayisi, tohum

E 028°37.931" agirh@r fazla, ¢imlenme siiresi kisa,
yart dik.

Bd 100 | Kiitahya- N 39°34.643' 3090 0,738 Biyokiitle, tohum sayisi ve tohum
Eskisehir feet agirhig fazla, basaksiz sap sayisi az,
arasl E 030%07.208' cimlenme siiresi kisa ve bitki

gOriiniigii degeri yiiksek, dik.

Bis Bismil- N 37°52°35.6" | 529 0,732 Bayrak yaprak boyu uzun, bagaksiz
Diyarbakir feet sap say1s1 az, bintane agirlig1 yiliksek,

D 41°0° 54.3.” vejetasyon siiresi kisa, koyu yesil,
cok tiyld, dik.

Gaz Gaziantep N 37°7°39.8” 891 0,739 Bayrak yaprak boy ve eni fazla,

feet bintane agirlign yiiksek, vejetasyon
D 37%23°26.9” stiresi kisa, bitki goriiniis degeri
yiiksek, dik.

Kah Kahta- N 37°44° 23" 665 0,735 Bayrak yaprak boy ve eni fazla,
Adiyaman feet tohum ve bintane agirhigr yiiksek,

E 38°32°0.2” vejetasyon siiresi kisa, dik.
Bd41 [zzetiye N 40°48.349' 329 0,744 Bayrak yaprak boy ve eni az,
feet biyokiitle, bagak¢ik sayisi, tohum ve
E 026° D39.615' bintane agirhg diisiik, bitki goriiniis
degeri diisiik, yar1 dik- yatik.

Bd3 Cakmak- N 41°23.438' 283 0,747 Bagakli sap sayisi ¢ok ancak tohum
Edirne feet ve bintane agirhig az, vejetasyon

E 026° 39.637" siiresi uzun, bitki goriiniisii ko,
yatik.

Bd14 Kay1 Koyii- | N 41°02.537" 720 0,747 Basakli sap sayis1 ¢ok ancak tohum
Tekirdag feet ve bintane agirhigr az, bayrak yaprak

E 027° 30.374' eni dar, tiiysiiz. vejetasyon siiresi
uzun, yari dik.

Bdil Cenekoy- N 41°12.029' 275 0,743 Bitki boyu kisa, basaksiz sap sayisi
Hayrabolu feet fazla, tohum agirligi az, vejetasyon

E027°11.192' stiresi uzun, tily miktar1 az, yatik -
yari dik.
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4.2. Flow Sitometri ile Yapilan Cekirdek DNA Analizi Sonug¢lari

Namik Kemal Universitesi Ziraat Fakiiltesi Tarla Bitkileri Boliimiindeki koleksiyonda
bulunan iilkemizin farkli cografik bolgelerinden toplanmis 59 Brachypodium aksesyonu
tizerinde yapilan ¢ekirdek DNA analizleri sonuglarina gore 48 aksesyonun B. distachyon, 11
aksesyonun ise B. hybridum oldugu belirlenmistir (Sekil 4.1). Bu tiirlere ait aksesyonlarin

iilkemizdeki yayilis1 sekil 4.2 ‘de verilmistir.

B. distachyon G1 piki

]‘/

Oryza sativa G1 piki

counts

B. hybridum Glpiki

alhe

0 200 400 &00
FL2 532-30

Sekil 4.1:Standart olarak kullanilan Oryza sativa, B. distachyon ve B. hybridum bitkiciklerine
ait G1 pikleri
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Sekil4.2 :B. distachyon ve B. hybridum aksesyonlannmn iilkemizdeki yayibs alanlan

. B. distachyon
O B bybridum.




Yapilan hesaplamalar sonucunda B. distachyon aksesyonlarina ait bitkilerin (her
aksesyondan 10 bitki) ¢ekirdek DNA igeriklerinin ortalama 0,743 pg/2C (0,732 — 0,753 pg/
2C) (Sekil 4.3 ve Cizelge 4.2), B. hybridum aksesyonlarina ait bitkilerin ise ortalama 1,431
pg/2C (1,417- 1,451 pg/2C) oldugu belirlenmistir (Sekil 4.4 ve Cizelge 4.6).

100 Peak Index Mean Area  Area% CV%  ChiSqu.
1 1000 5420 206 13.04 2436 019
2 2471 13392 595 3760 222 019
3 3380 18360 658 4154 250  0.19
4 5040 27316 124 7.81 240 019
80 4
w0 ——pB. distacyon G1 Piki

counts

Oryza sativa
(Standart) G1 Piki

40

20

T T T T T
200 Ann ann ann 4000

Sekil 4.3. Standart olarak kullanilan Oryza sativa ve B. distachyon (Bis-5) bitkiciklerinin G1
piklerine ait analiz degerleri

o0 Peak Index Mean Area Areat  CV% ChiSqu.
1 1.000 12710 689 5461 287 0.22
2 1.451 18446 573 4539 201 022
80 4
B0
2 . .
c —»-B. hybridum G1 Piki
-3
3
40
Oryza sativa
( Standart) GI1 Piki
20 4
0 i Fae T T T T
0 400 600 800 ‘1000
FL2 532-30

Sekil 4.4. Standart olarak kullanilan Oryza sativa ve B. hybridum (Bhyb 77) bitkiciklerinin
G1 piklerine ait analiz degerleri
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Cizelge 4.6. B. distachyon ve B. hybridum aksesyonlarinin ¢ekirdek DNA igerikleri

Sira | Aksesyo Takson Lokasyon Enlem Yiik Max. Min. Ort.
No: n No: Boylam Sek DNA DNA DNA
Lik (m) (IOQ)/2 (pg/2C) | (pg/2C)
C

. . N 41°23.438' 85m 0,756 0,735 0,747

1 Bd3 . distachyon Cakmak- Edirne E 026° 39.637' (283feet)
. Ciftlik-Uzun N 41°15.686' 33m 0,774 0,732 0,748

2 Bd4 - distachyon Koprii E026°37.298' | (111 feet)
. . - N 41°02.028' 145m 0,765 0,738 0,749

3 Bd8 . distachyon | Buyikali- Tekirdag (2) E 027°22.162' (482 feet)
. Cenekoy. Hayra N 41°12.029' 83m 0,756 0,733 0,743

4 Bd 11 - distachyon Bolu E027°11.192' | (275 feet)
- Buzagici- Hayra N 41°15.349' 53 m 0,757 0,734 0,744

5 | Bd12 | B.distachyon Bolu E027°08.400° | (177 feet)
. BiiyiikKaristiran- N 41°17.392' 78m 0,769 0,734 0,753

6 | Bd13 | B.distachyon Kirklareli E027°32.824' | (260 feet)
. - - N 41°02.537' 216 m 0,756 0,737 0,747

7 Bd 14 . distachyon | Kay1 Koyii- Tekirdag E 027° 30.374' (720 feet)
8 Bd 15 _ distachyon Yesilsirt Koyii- 0,749 0,73 0,742

Murath

. N 41°05.786' 107 m 0,746 0,721 0,738

9 Bd 16 . distachyon Seymen- Corlu E 027° 55 796" (357 feet)
. . N 40°43.187' 18 m 0,761 0,741 0,750

10 Bd 37 . distachyon Baragi- Kesan E 026° 25.906' (60 feet)
. . N 40°47.768' 39m 0,76 0,733 0,744

11 Bd 38 . distachyon Kiligkoy- Kesan E 026° 34.282' (130 feet)
. . N 40°48.349' 99 m 0,756 0,732 0,744

12 Bd 41 . distachyon Izzetiye E 026° D39.615' (329 feet)
. . N 40°38.717' 37m 0,756 0,741 0,747

13 Bd 42 . distachyon Haskoy- Enez E 026° 16.342' (124 feet)
. . N 40°38.717' 37m 0,768 0,734 0,748

14 Bd 62 . distachyon Haskdy- Enez E 026° 16.342' (124 feet)
. . N 39°48.006' 350 m 0,754 0,732 0,745

15 Bd 63 . distachyon Yenice Balya arast E 027°22.948' (1169 1)
. Balikesir merkez I1 N 39°41.131" 193 m 0,764 0,728 0,744

16 Bd 65 - distachyon Kiitahya ¢ikist E027°58.782' | (642 feet)
. i1 N 40°14.653' 182 m 0,758 0,742 0,748

17 Bd 66 . distachyon | Sehitlik IT Canakkale E 026°17.708' (605 feet)
. . N 39°40.773' 672 m 0,748 0,724 0,740

18 Bd 67 . distachyon | Harmancik- Kiitahya E 029°08.846' (2240 )
. . N 40°15.889' 18 m 0,758 0,726 0,743

19 Bd 68 . distachyon llgardere-Gelibolu E 026°28.859' (60 feet)
. . N 40°15.889' 18 m 0,758 0,728 0,747

20 Bd 69 . distachyon llgardere-Gelibolu E 026°28.859" (60 feet)
. o N 40°15.339' 261m 0,762 0,742 0,751

21 Bd 81 . distachyon Canakkale sehitlik E 026°18 774" (870 feet)
. . N 40°47.189' 178 m 0,76 0,725 0,744

22 Bd 83 . distachyon TUBITAK MAM E 029°27 601" (593 feet)
. - . N 41°05.347' 132 m 0,764 0,731 0,746

23 Bd 84 . distachyon Agva Sile yolu I E 029%45 249’ (441 feet)
. Nevsehir’e 35 km’e N 38°50.440' 1174 m 0,743 0,723 0,736

24 | Bd85 | B.distachyon Kala E034°33.266' | (3915f)
. . N 38°44.470' 1092 m 0,755 0,724 0,735

25 Bd 86 . distachyon Avanos-Nevsehir E 034°50 725' (3640 )
. . N 38°44.536' 1139 m 0,754 0,725 0,738

26 Bd 88 . distachyon Avanos III Nevsehir E 034°50 289' (3796 )
. . N 38°43.864' 967 m 0,751 0,726 0,735

27 Bd 89 . distachyon Avanos 4 Nevsehir E 034%9 910’ (3224 1)
. 18 Mart Univ. N 40°06.910' 125m 0,755 0,728 0,745

28 | Bd90 | B.distachyon Kampus E 026°25.482' | (415 feet)
. Canakkale Bursa Yolu N 38°43.864' 47T m 0,76 0,726 0,747

29 | Bd9l | B.distachyon Baslangici E034%9.910' | (155 feet)
. . N 39°36.515' 665 m 0,721 0,757 0,737

30 Bd 92 . distachyon | Dursunbey- Balikesir E 028°37 931" (2215 )
. Balya Yenice N 39°46.888' 522 m 0,773 0,726 0,750

31 Bd 93 - distachyon arast 11 E 027°24.375' (1740 f)
. . N 39°38.741' 248 m 0,774 0,734 0,750

32 Bd 94 . distachyon Balikesir Merkez E 027°46 100" (827 feet)
. Balyadan sonra N 39°42.073' 357 m 0,765 0,732 0,745

83 | Bd95 | B.distachyon | p\\odivea0kmkala | E027°33289° | (11901)
34 Bd 96 B. distachyon Pada Koyii Kepsut- N 39°44.669' 498 m 0,771 0,737 0,747
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Dursunbey arasi E 028°21.423' (1660 f)
Balikesir

_ Kiitahya yolu N 39°39.306' 606m | 0766 | 0724 | 0,744

35 Bd 97 B. distachyon Dursunbey- E 029°01.933' (2020 ) ' ' '
Harmancik arasi
% | Bo% | Basachon | Mugh oo | gam T [or | o | 0w
37 Bd 100 B. distachyon Kﬁtahy:r-i?kisehir IIE\I gg?gozé;gé?é ' (g(Z);Omf) 0,76 0,729 0,738
38 Bd 105 B. distachyon Kﬁtah}c/iik'll;elwsanh IIE\I (\;329;%%%?11 é%1710rp) 0,762 0,746 0,752
39 Bd 108 B. distachyon Alanya I’E\l ;ffoi%%‘;% (Sgsfglet) 0,752 0,728 0,739
20 Bd 109 B. distachyon Polatll)lO Ilr;etigrgakri;aram IIE\I 53?2003;2359%2" (gggSmf) 0,751 0,713 0,734
M Bd 111 B. distachyon Polathe-lrl;lsalymana IIE\I (;33?20022%%1% (g;ﬁGmf) 0,764 0,724 0,735
2 | ooz | o | Soegke | NEmErlonn [0 [ ome | a7
43 Bd 117 B. distachyon Kﬁtahyﬁ;{: 10 km IIE\I 5;);03;%%21% (13(23’550 nf”l) 0,757 0,732 0,743
44 Bis B. distachyon Bismil- Diyarbakir ’\517113252536' (512%gf$t) 0.738 0.722 0.732
45 Gaz B. distachyon Gaziantep B‘ 3‘?’77(?273;23 (8éi7f(:2t) 0,753 0,733 0,739
46 Koz B. distachyon Kozluk- Batman gi? 239683[212 (s%r,gefgnet) 0,749 0,741 0,741
47 Kah B. distachyon Kahta- Adiyaman '\é gg(;;‘ ; , 0223' (626%Of$at) 0.7 0,723 0,735
48 Adi B. distachyon Adiyaman N;;;éﬁ:;giﬂ (511%3f(:2t) 0,747 0.739 0.738
o | ewp7s | Bnpriam | Miswuga | NopZLoT | em TILA | LTI
50 Bhyb 77 B. hybridum Bozyazi-Mersin EN 53?20022811258 (5177f2qet) 1,455 Latr 1442
51 Bhyb 102 B. hybridum Tasucu-'\AAZ(rlsliI;mk arasi EN 53?:;’022582921 (%Z;lfg:at) 1,436 1,404 1,423
52 | Bhyb103 | B. hybridum QZZTI\&LSEZII(Z?S N gfgoazz‘é%‘é ( 4%326](;“90 1455 | 1423 1435
ersin
53 | Bhyb106 | B.hybridum ﬁr';ii“ﬁ“ﬁreﬁiﬁiiaﬁf N 53?200322‘(‘)66‘& ( 415326f;“et) 1454 1 1415 1432
ersin

54 | Bhyb107 | B.hybridum Alanya- Antalya EN (?3?10012'_53?5%" (5]g-)8f2;t) 1,476 1,393 1,427
55 Bhyb 110 | B. hybridum Antalysésﬁ?]glcjfeli yol EN ngogé%g% (iggomf) 1,44 1,401 1,421
s | Brybia | omybridm | OdenicFetie | Dooesos | 20m T TA |1
57 Bhyb 114 | B.hybridum | Koéycegiz ¢ikist Mugla 55’2680(%%229({ (lff get) 154 1414 1451
58 Bhyb 122 B. hybridum Kusadasi-Aydin EN 0327700178%5759' ( 4:2?;4f;]3t) 1437 1,408 1,451

distachyon aksesyonlar1 arasinda en biiyiik ¢ekirdek DNA igerigine 0,753 pg/2C DNA ile
Bd13 aksesyonunun sahip oldugu goriilmektedir. Bu aksesyonu 0,752 pg/2C DNA genom
boyutu ile Bd105 ve 0,751 pg/ 2C DNA ile Bd81 aksesyonlari takip etmektedir.

sahip oldugu belirlenmistir. Cekirdek DNA igerigi kiiciik olan diger aksesyonlar 0,734 pg/ 2C
DNA ile Bd109, 0,735 pg/ 2C DNA ile Bd86, Bd89, Bd11ll ve Kah aksesyonlar1 seklinde

Cizelge 4.6 incelendiginde iilkemizin farkli lokasyonlarindan toplanan 48 B.

0,732 pg/ 2C DNA degeri ile Bis aksesyonunun en kiiciik ¢ekirdek DNA igerigine

siralanmaktadir.
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B. distachyon’un total niiklear genom biiyiikliiglinii belirlemek i¢in birgok calisma
yapilmis olup ¢alismalar sonucunda farkli degerler (Shi ve ark. (1993) 0,60 pg/2C, Draper ve
ark. (2001) 0,42 pg/2C, Garvin ve Stockinger (2005) 0,78 pg/2 C, Bennett ve Leitch (2005)
0,72 pg/2C, Wolny ve Hasterok (2009) 0,631 pg/2C) elde edilmistir. Ulkemizde yapilan
caligmalarda iilkemiz orijinli kendilenmis hatlarin Filiz ve ark. (2009a) 0,69 pg/2C, Tuna ve
ark. (2011) 0,70 pg /2C, Oney (2013) 0,74 pg/2C ¢ekirdek DNA igerigine sahip olduklari
rapor edilmistir. Calismada {ilkemizin ¢esitli bolgelerinden toplanan B. distachyon
aksesyonlarinin ortalama g¢ekirdek DNA igerikleri 0,743 pg/2C olarak belirlenmis olup, elde
edilen deger literatiirlerdeki degerlere oldukga yakindir. Aradaki farkliliklarin kullanilan

metot ve standart farkliligindan kaynaklandigi diistiniilmektedir.

Catalan ve ark.(2011) tarafindan tetraploid populasyonlar B. hybridum olarak
adlandirildigi i¢in baz1 ¢aligmalarda yer alan tetraploid genom degerleri B. hybridum’a aittir.
Yapilan ¢alismalarda B. hybridum un Filiz ve ark. (2009b) 1,34 pg/2C, Wolny ve Hasterok
(2009) 1,265 pg/2C, Tuna ve ark. (2011) 1,30 pg/2C, Oney ( 2013) 1,44 pg/2C oldugunu
aciklamiglardir. Calismada iilkemizin ¢esitli bdlgelerinden toplanan  B.hybridum
aksesyonlarinin ortalama c¢ekirdek DNA igerigi 1,431 pg/2C olarak belirlenmis olup
literatiirlerdeki verilere yakin bir deger hesaplanmistir. Aradaki farkliliklarin yine metod ve

standartlarin ayn1 olmamasindan kaynaklanmis olabilecegi diistiniilmektedir.

Elde edilen veriler incelendiginde B. distachyon ve B. hybridum’un ¢ekirdek DNA
iceriklerinin sirasiyla 0,734 pg/2C ile 0,753 pg/2C ve 1,417pg/2C ile 1,451 pg/2C arasinda
degistigi goriilmektedir. Yapilan varyans analizi sonuglarina gore bu tiir i¢i varyasyon B.
distachyonda istatistiki agidan énemli iken B. hybridium da énemsiz oldugu saptanmustir. Iki
Brachypodium tiiriiniin ¢ekirdek DNA igerikleri kiyaslandiginda ise B. hybridium’un B.
distacyon dan yaklasik iki kat daha fazla DNA ya sahip oldugu gozlenmektedir. Bu da B.
hybridum’un poliploid oldugunu isaret etmektedir. Bu varyasyonlarin sebebini arastirmak
icin bir ¢ok calisma yapilmistir. Tiirler arast genom boyutu farkliliklarinin tekrarl dizilerin
sayist ve retrotranspozonlarin birikiminden kaynaklandigi bildirilmistir (Bennetzen 2000,
2007, Feuillet ve Keller 2002). Charles ve ark. (2008) ise yaptiklari ¢aligmada tiirler arasi
farkliligin ortak bir atadan ayrilmadan itibaren meydana gelen retroelement sayisindaki

farkliliklardan kaynaklandigini, retroelement birikimi ve tasima diizeyinin tiirler arasinda

zamanla degisebilecegini ancak yine de sabit olarak korundugunu ag¢iklamislardir.
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Tiir i¢ci genom boyutu farkliliklarinin nasil olustugu tam olarak agiklanamamis olup
hala tartisilmaktadir. Bitkiler ile yapilan caligmalarda bir c¢ok tiirde belirlenen tiir igi
varyasyonun kromozom sayisi, kromozom boyutu (poliploidi, anaploidi, B kromozom,
cinsiyet kromozomlar1) ve dogal olarak tespit edilememis sifreli tiir farkliliklarindan
kaynaklandigi aciklanmistir  (Greilhuber 1998, Gregory 2005). Ancak kromozom
polimorfizmi ve sifreli taksonomik varyasyon disindaki sebepler tiir i¢i genom boyutu
farkliliklarim1  aciklamak i¢in nadir delillerdir ve tartisilmalart devam etmektedir.
Cytofluorometry ile yapilan bazi ¢alismlarda ise tiir i¢inde goriilen varyasyonlarin
yogunluktan kaynaklandigi bildirilmistir. Fakat ayni bitkiler flow sitometri ile analiz
edildiginde cytofluorometry ile elde edilen sonuglarin desteklenmedigi goriilmistiir. Yapilan
caligmalarda tiir igi varyasyonun nedenleri tam olarak belirlenemedigi igin tiir i¢i varyasyon
genellikle yanlis smiflandirma, yetersiz standardizasyon gibi teknik sebepler ile
aciklanmaktadir (Greilhuber 1998, 2005). Draper ve ark. (2001)’da aynu tiir ile yapilan bir ¢ok
calismada ¢ekirdek DNA igeriklerinin birbirine yakin ancak farkli degerler ile
sonuclanmasimin farkli yontem ve tekniklerin uygulanmasindan ve karsilasilan teknik
sorunlardan kaynaklandigi bildirilmektedir. Dolezel ve Bartos (2005)’un ¢alismalar1 da
Greilhuber (1998, 2005) ve Draper (2001)’in agiklamalarmi desteklemektedir. Caligsmalari
sonunda farkli enstriimanlar ve teknikler (Fuelgen, FCM....) ile farkli standartlarin
kullanilmasimin % 5 oraninda farkliliklara neden olabilecegini aciklamislardir. Bu calismada
da oldugu gibi giiniimiizde genom boyutlarinin belirlenmesinde flow sitometri
kullanilmaktadir. Flow sitometri ile yapilan ¢aligmalarda ise kalibrasyon dnemlidir (Bennett
ve ark. 2000). Bu nedenle flow sitometri ¢alismalarinda kalibrasyona ozellikle dikkat

edilmistir.

Tiir i¢inde genom boyutlarinda goriilen varyasyonlar énemli bir durumdur. Ancak
yapilan ¢alismalarda tiire 6zgii olan genom boyutunun sabit olmasi desteklenmektedir. Genom
buyutunun sabit kalmasi (genom siirekliligi) kavrami bireyler ve tiirler i¢indeki DNA
igeriginin korunmasi olarak ifade edilmektedir (Swift 1950). Tiir i¢i genom boyutunun sabit
kalmasi, fazla degismemesi ve varyasyonun azaltilmasinda kendi kendine tozlasma, sinirh
rekombinasyon ve kontrollii retroelement faaliyetlerinin etkili oldugu bildirilmektedir (Eilam

ve ark. 2007).

Aksesyonlarin sahip olduklar1 cekirdek DNA igerikleri ile toplandiklar1 cografi
bolgeler arasindaki iliskinin 6nemli olup olmadigini belirlemek icin elde edilen verilerden

Varyans Analizi yapilmis ve sonuclar Cizelge 4.7 ve 4.8’de verilmistir.
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Cizelge 4.7. Bolgelere gore gekirdek DNA ortalama ve standart sapma degerleri (*Analizler
sirasinda Bis: 120, Gaz: 130, Koz: 140, Kah:150, Adi: 160 olarak
numaralandirilmistir)

Cekirdek DNA icerigi
Ornek Ornek Ortalama | Standart | Standart | Giiven sinirlart minimum | maksimum
numarasi | sayisi sapma hata En alt En {ist
sinir sinir

3 10 0,7472 0,006197 | 0,001960 | 0,7428 0,7516 0,735 0,756
4 10 0,7477 0,013442 | 0,004251 | 0,7381 0,7573 0,732 0,774
8 10 0,7493 0,008028 | 0,002539 | 0,7436 0,7550 0,738 0,765
11 10 0,7430 0,007483 | 0,002366 | 0,7376 0,7484 0,733 0,756
12 10 0,7443 0,007454 | 0,002357 | 0,7390 0,7496 0,734 0,757
13 10 0,7529 0,009818 | 0,003105 | 0,7458 0,7598 0,734 0,769
14 10 0,7473 0005889 | 0,001862 | 0,7431 0,7515 0,737 0,756
15 10 0,7420 0006154 | 0,001946 | 0,7375 0,7463 0,730 0,749
16 10 0,7381 0008517 | 0,002693 | 0,7320 0,7442 0,721 0,746
37 10 0,7497 0,006290 | 0,001989 | 0,7452 0,7542 0,741 0,761
38 10 0,9441 0,009515 | 0,003009 | 0,7373 0,7509 0,733 0,760
41 10 0,7444 0,008168 | 0,002583 | 0,7386 0,7502 0,732 0,756
42 10 0,7446 0,006257 | 0,001979 | 0,7421 0,7511 0,738 0,756
62 10 0,7483 0,011167 | 0,003531 | 0,7303 0,7563 0,734 0,768
63 10 0,7450 0,007659 | 0,002422 | 0,7395 0,7505 0,732 0,754
65 10 0,7442 0,013464 | 0,004258 | 0,7346 0,7538 0,728 0,764
66 10 0,7479 0,005195 | 0,001643 | 0,7442 0,7516 0,742 0,758
67 10 0,7401 0,008749 | 0,002767 | 0,7338 0,7464 0,724 0,748
68 10 0,7432 0,009283 | 0,002936 | 0,7366 0,7498 0,726 0,758
69 10 0,7474 0,010287 | 0,003253 | 0,7400 0,7547 0,728 0,759
81 10 0,7509 0,007031 | 0,002223 | 0,7459 0,7559 0,742 0,762
83 10 0,7439 0,010049 | 0,003178 | 0,7367 0,7511 0,725 0,760
84 10 0,7456 0,010906 | 0,003449 | 0,7378 0,7534 0,731 0,764
85 10 0,7356 0,006363 | 0,002012 | 0,7310 0,7401 0,723 0,743
86 10 0,7346 0,009107 | 0,002880 | 0,7281 0,7411 0,724 0,755
88 10 0,7380 0,009189 | 0,002906 | 0,7314 0,7446 0,725 0,754
89 10 0,7350 0,007601 | 0,002404 | 0,7296 0,7404 0,726 0,751
90 10 0,7445 0,008127 | 0,002570 | 0,7387 0,7503 0,728 0,755
91 10 0,7465 0,010565 | 0,003341 | 0,7389 0,7541 0,726 0,760
92 10 0,7367 0,011795 | 0,003730 | 0,7283 0,7551 0,721 0,757
93 10 0,7498 0,013423 | 0,004245 | 0,7402 0,7594 0,726 0,773
94 10 0,7504 0,011568 | 0,003658 | 0,7421 0,7587 0,734 0,774
95 10 07447 0,009821 | 0,003106 | 0,7377 0,7517 0,732 0,765
96 10 07472 0,010293 | 0,003255 | 0,7398 0,7546 0,737 0,771
97 10 0,7444 0,014128 | 0,004468 | 0,7344 0,7545 0,724 0,766
99 10 0,7433 0,005716 | 0,001808 | 0,7392 0,7474 0,733 0,752
100 10 0,7380 0,009626 | 0,003044 | 0,7311 0,7449 0,728 0,760
105 10 0,7522 0,006512 | 0,002059 | 0,7475 0,7568 0,742 0,762
108 10 0,7387 0,007917 | 0,002504 | 0,7330 0,7444 0,728 0,752
109 10 0,7341 0,010482 | 0,003315 | 0,7266 0,7416 0,713 0,751
111 10 0,7351 0,010734 | 0,003394 | 0,7274 0,7428 0,724 0,764
112 10 0,7410 0,007703 | 0,002436 | 0,7355 0,7465 0,729 0,756
117 10 0,7434 0,006835 | 0,002161 | 0,7385 0,7483 0,732 0,757
120 10 0,7317 0,004855 | 0,001535 | 0,7282 0,7352 0,722 0,738
130 10 0,7386 0,008512 | 0,002692 | 0,7325 0,7447 0,728 0,753
140 10 0,7416 0,04575 0,001447 | 0,7383 0,7448 0,734 0,749
150 10 0,7350 0,07746 0,002449 | 0,7295 0,7405 0,723 0,750
160 10 0,7398 0,003765 | 0,001191 | 0,7371 0,7425 0,734 0,747
Toplam 0,7431 0,010003 | 0,000457 | 0,7423 0,7441 0,713 0,774
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Cizelge 4.8. Varyans analiz sonuglari

Varyans Analizi
Homojenlik Serbestlik Serbestlik Onemlilik
testi Derecesi 1 Derecesi 2 Derecesi
1,365 47 432 0,061
Kareler Serbestlik Kareler F hesap Onemlilik
Toplami | Derecesil | Ortalamasi Derecesi
Gruplar arast 0,013 47 0,000277 3,511 0,000
Grup ici 0,035 432 ,000081
Toplam 0,048 479

Yapilan Varyans Analizi sonucunda aksesyonlarin sahip olduklar1 ¢ekirdek DNA
icerikleri ile toplandiklar1 cografi bolgeler arasinda anlaml bir iligki oldugu belirlenmistir.
Varyasyonlarin hangi bolgeler arasinda oldugunu anlayabilmek i¢in Duncan Onemlilik Testi
yapilmistir. Onemlilik testinden elde edilen sonuglar ve degerlendirilmeleri Cizelge 4.9 ve
Sekil 4.5’te verilmistir.

Cizelge 4.9. Duncan o6nemlilik testi sonuglarinin degerlendirilmesi

Aks. No: | Cek. Grup | Aks. No: Cek. Grup | Aks. No: Cek. Grup
DNA DNA DNA
Bis, 0,732 a Koz 0,741 b-i Bd 91 0,747 e-k
Bd109 0,734 ab Bd 15 0,742 b-i Bd 42 0,747 e-k
Bd 86 0,735 abc Bd 11 0,743 b-k Bd 3 0,747 f-k
Bd 89 0,735 a-d Bd 68 0,743 b-k Bd 96 0,747 f-k
Kah, 0,735 a-d Bd 99 0,743 b-k Bd 14 0,747 f-k
Bd 111 0,735 a-d Bd 117 0,743 b-k Bd 69 0,747 f-k
Bd 85 0,736 a-d Bd 83 0,744 b-k Bd 4 0,748 f-k
Bd 92 0,737 a-e Bd 38 0,744 c-k Bd 66 0,748 f-k
Bd 100 0,738 a-f Bd 65 0,744 c-k Bd 62 0,748 g-k
Bd 88 0,738 a-f Bd 12 0,744 c-k Bd 8 0,749 hik
Bd 16 0,738 a-f Bd 41 0,744 c-k Bd 37 0,750 hik
Gaz 0,739 a-g Bd 97 0,744 c-k Bd 93 0,750 hik
Bd 108 0,739 a-g Bd 90 0,745 c-k Bd 94 0,750 ik
Adi 0,738 a-h Bd 95 0,745 c-k Bd 81 0,751 ik
Bd 67 0,740 a-h Bd 63 0,745 d-k Bd 105 0,752
Bd 112 0,741 a-i Bd 84 0,746 e-k Bd 13 0,753
HKO= 0,00081
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Duncan testi sonuglar1 incelendiginde, Bis ile Bd112 arasindaki aksesyonlarin ayni
istatistiki grupta yer aldiklar1 goriilmektedir. Bu aksesyonlarin sahip olduklar ¢ekirdek DNA
igerikleri arasinda farkliliklar bulunmaktadir. Ancak bu farkliliklar istatistiki agidan 6nemli

degildir. Ozellikle Bis aksesyonu diger aksesyonlardan ayrilmaktadir.

Bd109 ve Bd83 ile bunlar arasindaki aksesyonlarin ¢ekirdek DNA igeriklerinin farkli
degerlerde oldugu goriilmektedir. Ancak bu faklilik istatistiki agidan 6nemsiz bulunmustur.

Yani diger bir deyisle bu aksesyonlar ayn1 grupta yer almaktadir.

Bd86 ile Bd90 arasindaki aksesyonlarin ayni istatistiki grupta yer aldiklar
goriilmektedir. Bu aksesyonlarin sahip olduklari ¢ekirdek DNA igerikleri arasinda farkliliklar

bulunmaktadir. Ancak bu farkliliklar istatistiki agidan 6nemli degildir.

Bd89 ile Bd63 arasindaki aksesyonlarin cekirdek DNA igerikleri farkli olmasina
ragmen bu farklilik istatistiki agidan 6nemli olmadigi icin aksesyonlarin ayni grupta yer

aldiklar1 belirlenmistir.

Bd92 ve Bd42 ile bunlar arasindaki aksesyonlarin ¢ekirdek DNA igeriklerinin farkli
degerlerde oldugu goriilmektedir. Ancak bu faklilik istatistiki agidan 6nemsiz bulunmustur.

Yani diger bir deyisle bu aksesyonlar ayni1 grupta yer almaktadir.

Bd100 ile Bd66 arasindaki aksesyonlarin ¢ekirdek DNA igerikleri farkli olmasina
ragmen bu farklilik istatistiki agidan 6nemli olmadig1 i¢in bu aksesyonlarin ayni grupta yer
aldiklar1 belirlenmistir. Bu durum Gaz ve Bd62 arasinda bulunan aksesyonlarda da

gorilmektedir.

Adi ile Bd93 arasindaki aksesyonlarin ayni istatistiki grupta yer aldiklar
gorilmektedir. Bu aksesyonlarin sahip olduklar1 ¢ekirdek DNA igerikleri arasinda farkliliklar
bulunmaktadir. Ancak bu farkliliklar istatistiki agidan 6nemli degildir. Bd112 ve Bd81 ile bu
aksesyonlar arasinda yer alan aksesyonlar i¢in de ¢ekirdek DNA igerikleri arasindaki farklilik

istatistiki olarak 6nemsiz bulundugu i¢in ayn1 grupta yer alma s6z konusudur.

Bdl11 ve Bd13 aksesyonlar1 arasinda bulunan aksesyonlarin ayni grupta yer aldiklar
gorilmektedir. Bu aksesyonlarin ¢ekirdek DNA igerikleri farkli degerler almaktadir. Ancak
bu farklilik istatistiki olarak 6nemli bulunmamistir. Bd105 ve Bd13 aksesyonlar1 diger

aksesyonlardan ayrilmaktadir.
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Sekil 4.5. Duncan 6nemlilik testi sonuglarina gore aksesyonlarin gruplandirilmast
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Bu giine kadar bitkinin toplandig1 cografi bolge ile genetik ¢esitlilik veya genom
boyutu arasindaki iliskiyi arastirmak icin ¢ok sayida calisma yapilmistir. Bu iliski tiir i¢i ve
tiirler aras1 olarak degerlendirilmis olup ¢alismalar devam etmektedir. Yapilan calismalarda
bitkinin toplandig1 cografi bolge ile genetik cesitlilik arasindaki iligki farkli sonuglar ortaya
koymaktadir. Bennett (1987) tiirler aras1 genetik c¢esitlilikte cografi bolgenin etkili oldugunu
bildirmektedir. Ozkan ve ark. (2010) da yaptiklar1 ¢alismada tetraploid ve diploid bugdaylarda
tiirleraras1 genom boyutlarinda goriilen yiiksek diizeydeki varyasyonun olusmasinda cografi
ve iklim faktorlerinin 6nemli etkisinin oldugunu agiklamislardir. B. distachyon’un model bitki
olarak temsil ettigi Poaceae familyasina ait ¢ok sayida tiir ile yapilan ¢alismalarda (Poa annua
( Grime 1983), Milium effusum ( Bennett ve Bennett 1992), Dactylis glomerata ( Reeves ve
ark. 1998), Dasypyrum villosum ( Caceres ve ark. 1998 ), Hordeum spontaneum (Kalendar ve
ark. 2000)) tiir i¢i genom boyutu farkliliklarinin bitkilerin toplandigi cografi bolgeler ile
yakindan iligkili oldugu ag¢iklanmistir. Diger taraftan H. spontaneum (Kankanpaa ve
ark.1996 ) ile tetraploid (T. dicoccoides) ve diploid (T. boeoticum) bugdaylarda (Ozkan ve
ark.2010) yapilan ¢aligmalarda diisiik oranda tiirigi genom boyutu farkliligi goriildagi, bu

siirh varyasyonun cografi ve iklim faktorleri ile iliskili olmadig: bildirilmistir.

B. distachyon aksesyonlarinin toplandigi cografi bolge ile genetik gesitlilik arasindaki
iligkiyi arastiran ¢aligmalarin bir kisminda; farkli cografik bdlgelerden toplanan aksesyonlarin
farklt genetik Ozelliklerinin oldugu ancak tiiriin kendi kendine tozlasmasindan dolay1
aksesyonlar arasinda genetik ¢esitliligin ¢ok diisiik oranda, kiigiik farkliliklar seklinde ortaya
ciktigi (Kisha ve ark. 2009), cografik dagilimin, organel veya ¢ekirdek genom c¢esitliligi ile
onemli bir baglantisinin olmadig: bildirilmistir (Filiz ve ark. 2009a, b). Diger ¢alismalarda ise
genotipik c¢esitlilik ile genis cografi bolgeler arasinda bazi korelasyonlar oldugu ve o
bolgelerdeki farkli lokasyonlarda yiiksek diizeyde genotipik cesitlilik goriildiigi agiklanmigtir
(Vogel ve ark. 2009, Mur ve ark. 2011b).

Cografi bolgelerin bulundugu enlemlerde farkli oldugu i¢in enlemlerinde Cekirdek
DNA igerigi lzerine etkisi arastinnlmistir. Zea mays (Rayburn ve ark. 1989), Festuca
arundinacea (Ceccarelli ve ark. 1992), Arabidopsis thaliana (Schmuths ve ark. 2004 ) tiirleri
ile yapilan g¢alismalarda enlem ile ¢ekirdek DNA igerigi arasinda negatif bir korelasyon
bulundugu bildirilmistir. Diger taraftan Picea glauca (Teoh ve Rees 1976), Vicia faba
(Ceccarelli ve ark. 1992) ve D. glomerata (Creber ve ark . 1994) ile yapilan ¢aligmalarda
enlem degisikligi ve niikleer DNA icerigi arasinda anlamli bir iligki bulunmadigi rapor

edilmistir.
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Calismada yapilan Varyans Analizi ve Duncan Onemlilik Testi sonucunda
aksesyonlarin sahip oldugu cekirdek DNA igeriginin bitkilerin toplandig1 cografi bdlgeden
etkilendigi belirlenmistir. Bu sonu¢ yukarida acgiklanan literatiir Ornekleri ile de
desteklenmektedir.

Aksesyonlarin sahip olduklar1 ¢ekirdek DNA igeriklerine gore birbirleri ile olan

yakinliklar1 asagidaki Dendogramda verilmistir.

Dendrogram using Average Linkage (Between Groups)
Rescaled Distance Cluster Combine
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Sekil 4.6. B. distachyon aksesyonlari ¢ekirdek DNA igerigi dendogrami

Her aksesyona ait 10 bitki iizerinde yapilan ¢ekirdek DNA igerikleri dikkate alinarak

hazirlanan dendogram incelendiginde aksesyonlarin 2 gruba ayrildig1 goriilmektedir.
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Birinci grupta sadece Bd93 aksesyonu yer almaktadir. Aksesyonlarin neredeyse

hepsini i¢ine alan ikinci grup kendi icerisinde 3 kola ayrilmaktadir.

Ikinci gruba ait ilk kolda kendi igerisinde iki gruba ayrilmakta olup, ilk grupta Bd92
aksesyonu yeralmaktadir. ikinci grup ¢ok sayida alt grup ve 11 aksesyondan olusmaktadir.
Ikinci gruptaki aksesyonlar incelendiginde Bd86 ile Bd108’in tek tek ayri alt gruplarda yer
aldigi, Bd88, Bd89, Bd85’in bir alt grup olusturdugu, Bd100, Kah ve Bd109’un ayr bir alt
grupta yer aldigi, Gaz, Bis ve Bd1ll aksesyonlarinin ise son alt grubu olusturdugu
belirlenmistir. Aksesyonlarin morfolojik 6zellikleri ile dendogramda olusturduklar1 gruplar
karsilastirildiginda genel olarak verim agisindan istenilen 6zelliklere sahip (bitki boyu, bayrak
yaprak boyunun uzun eninin genis olmasi, biyokiitle, basak¢ik ve tohum sayisi, tohum
agirligt ve bin tane agirhiginin fazla, erken ¢imlenen, bitki goriiniisii ve tiiylilikk derecesi

yiiksek) olan aksesyonlarin 2. gruba ait ilk kolda yer aldiklar1 belirlenmistir.

Ikinci gruba ait ikinci kolda Bd65 ve Bd4 aksesyonlari yer almaktadir. Tkinci grubun
liclincli kolu aksesyonlarin c¢ogunlugunu icermektedir ve kendi icerisinde iki alt gruba
ayrilmaktadir. ilk alt grupta Bd97 ve Bd83 akseyonlar1 yer almaktadir. Bu grupta yer alan
akseyonlarm bitki boyunun uzun ve biyokiitlelerinin fazla oldugu dikkat ¢ekmektedir.ikinci
alt grubun 3 alt kola ayrildig1 goriilmektedir. Tlk alt kolda Bd84, Bd63, Bd11, ikinci alt kolda
ise Bd13 aksesyonlari yer almaktadir. Bu iki alt kolda yer alan aksesyonlarin yukarida
belirtilen istenilen 6zellikleri tagimadiklar1 ve 6zellikle vejetasyon siirelerinin uzun oldugu

tespit edilmistir.

Ikinci alt grubun iigiincii alt kolu 27 aksesyon ile en kalabalik gruptur ve kendi
arasinda 3 kola ayrilmaktadir. Ilk kolda Bd62 ve Bd38 aksesyonlar1 yer alirken Bd69, Bd95,
Bd41, Bd12, Bd11l7, Bd112, Bd42, Bd68, Bd1l4, Bd94, Bd96, Bd8l, Bd3, Bd105, Bd66,
Bd37 ve Bd8 aksesyonlar1 kendi igerisinde ¢ok sayida alt grup olusturan ikinci kolda yer
almaktadir. Uciincii kolun ilk grubunu Bd91 aksesyonu olustururken, Bd99, Bd16, Bd67,
Bd90, Bd15, Adi ve Koz aksesyonlari ikinci grubu olusturmaktadir. Birinci ve tgiincii
kollarda yer alan baz1 aksesyonlar (Bd62, Adi, Koz) hari¢ bu kalabalik gruptaki aksesyonlarin
da istenilen Ozellikleri tagimadiklar1 goriilmiistir.Bu grupta 6zellikle ikinci kolda bulunan
aksesyonlarin genel olarak bayrak yapragi kisa ve dar, basakcik ve tohum sayisi az, bitki
basina tohum agirligr diisiik, vejetasyon siiresi uzun, bitki goriiniisii ve tiyliiliik derecelerinin

diisiik oldugu dikkat cekmektedir.
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4.3. SSR Cahismalarindan Elde Edilen Sonug¢lar ve Degerlendirilmeleri

Calismada 32 B. distachyon aksesyonuna ait 142 birey ve 11 SSR Markor
kullanilmistir. Aksesyonlar 1. Bolge (Edirne, Canakkale, Istanbul, Balikesir) ve 2. Bolge
(Eskisehir, Ankara, Kiitahya, Nevsehir, Alanya, Adiyaman, Standart) olarak gruplandirilmig
ve istatistiki hesaplamalar buna gore yapilmustir. ilk olarak illere gére gruplandirma
planlanmistir. Ancak bazi illere ait 6rnek sayis1 az oldugu i¢in istatistiki degerlendirmelerin
giivenilir olmas1 agisindan aksesyonlarin iki gruba ayrilmasina karar verilmistir. Bd1 olarak

isimlendirilen aksesyon ( Bd 18-1) standart olarak kullanilmistir.
4.3.1. Populasyonlar i¢i allelik varyasyonlar ve heterozigotluk analizi

Cizelge 4.10. Gozlenen allel sayilarinin primerler ve bolgeler bazinda dagilimi, primer ve
bolge basina gozlenen allel sayilart ve ortalamalari, primerlere ait allelik
zenginlik (ny)

Primer 1. Bolge | 2. Bolge | Toplam | Allel boyu | Ortalama/ | (na)Tiim
(bg) Primer Primerler
N 92 50 142
ALBO001 7 9 11 182-212 8,0 7,083
ALBO006 7 7 9 360-385 7,0 6,764
ALBO022 11 10 14 287-376 11,5 8,562
ALBO030 5 3 6 150-164 4 3,935
ALB040 7 4 7 164-188 55 4,831
ALBO050 12 11 15 198-247 11,5 9,377
ALBO087 3 3 3 194-203 3 3,000
ALB139 11 6 12 307-343 8,5 8,316
ALB165 11 6 13 166-199 8,5 9,734
ALB181 5 4 5 234-244 4,5 4,282
ALB311 3 3 4 242-246 3 3,444
TOPLAM 82 66 99
Ort./Bolge 13,67 11 6,302
N= Birey sayis1, 1. Bélge ( Edirne, Canakkale, Istanbul, Balikesir), 2. Bolge ( Eskisehir,
Ankara, Kiitahya, Nevsehir, Alanya, Adiyaman, Standart)
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Aksesyonlardaki genetik varyasyonlart 6lgmek i¢in ilk olarak elde edilen genotip
verilerinden yararlanilarak allel frekanslar1 hesaplanmistir. Yapilan g¢alismada toplam 99 allel
belirlenmistir. Bu allelerin 11’1 ALB001, 9’u ALB006, 14’i ALB022, 6’s1 ALB030, 7’si
ALBO040, 15’1 ALB050, 3"t ALB087, 12°si ALB139, 13’ ALB165, 5’'i ALBO181 ve 4’
ALB311 adli mikrosatellit bolgelerinde gozlemlenmistir. Aksesyonlarda tespit edilen primer
(SSR markor= mikrosatellit bolgesi= lokus) basina diisen ortalama allel sayilari ve bolgeler
bazinda allel sayilari, allel boyutlar1 ve primerlerin allel zenginlikleri Cizelge 4.10°da
verilmistir.

Her bir primer icin gozlenen allel sayilarinin bolgelere gore dagilimi, her bir bolge
igcin gozlenen primer basina diisen ortalama allel sayilari, galisilan primerler agisindan elde
edilen ortalama allel sayilari, ¢alisilan bolgeler agisindan elde edilen ortalama allel sayilar1 ve
her primere ait ellel zenginligi bu tabloda 6zetlenmistir.

Calismada en ¢ok allelin ALBO50 primerinde (15 allel) ve en az allelin ise ALB087
primerinde (3 allel) oldugu belirlenmistir. Bolgelere gore tespit edilen ortalama allel
sayilarinin 1. Bolge’de 13,67 allel/ bolge, 2. Bolge’de ise 11 allel/ bolge oldugu belirlenmistir.
Buna gore 1. Bolge’de bulunan aksesyonlardaki ortalama allel sayisi 2. Bolge’de tespit edilen
ortalama allel sayisindan daha fazladir.

Vogel ve ark. (2009) 43 primer ile lilkemizin farkli bolgelerinden toplanan 187 hat
tizerinde yaptiklari caligmada markor bagma allel sayisinin 3-24 arasinda degistigini ve
ortalama allel sayisinin 10,25 oldugunu rapor etmislerdir. Bizim kullandigimiz primerler ile
ilgili verilere bakildiginda, en fazla sayida allele (18 allel) ALB165’ te, en az sayida allele ( 6
allel) ise ALB087 ve ALB181°de tespit etmislerdir. ALB050 primerinde 11 allel oldugunu
gozlemlemislerdir. Bizim ¢aligmamizda da bu verilere paralel sonuglar elde edilmistir.
ALBI165’in allel sayisi en fazla olan ikinci primer oldugu ve ALB181’in allel sayisinin
oldukca diisiik oldugu goriilmektedir.

Zhao ve ark (2011) yaptiklar1 calismada M. sinensis’ in genetik gesitliligini belirlemek
icin 49 B. distachyon SSR Primeri kullanmiglaridr. 21 M. sinensis genotipinde 162 allel
belirlemislerdir. Giraldo ve ark. (2012) 193 diploid ve allotetraploid bireyin genotiplerini 15
Primer (SSR) ile belirledikleri ¢alismalarinda 94 allel tespit etmislerdir. Lokuslarda allel
sayisinin 1-24 arasinda degistigini ve her lokusta ortalama 6,26 allel bulundugunu
bildirmislerdir. Mo ve ark. (2013) 5 farkli populasyona ait 110 Brachypodium sylvaticum var.
breviglume bireyi ve 37 SSR primeri kullandiklar1 ¢alismalarinda, ortalama allel sayisinin
13,29 (5 -24) oldugunu agiklamiglardir.
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Filiz ve ark. (2009a), 116 Bd saf hatti ve 5 AFLP Primeri ile yapmis olduklari
calismada 273 band tespit etmislerdir. Filiz (2012), 24 B. distachyon’in, cpDNA ve
mtDNA’lar1 ile 8 primer-enzim kombinasyonu kullanarak yapmis oldugu PCR-AFLP
calismasinda 224 DNA (kloroplast 93, mitokondri 151) band1 elde etmistir. Zhang ve ark.
(2012) dogal (Pop 1, 66 bitki) ve mutant (Pop 2, 43 bitki) populasyonlar tizerinde AFLP
markdrlart ile yaptiklar ¢alismada, Pop 1°de 2,128 band (ort.=193,5 band), Pop 2’de ise 425
allel (ort.= 38.6) belirlemislerdir.

Calismada belirlenen allellerin tiimii (99 allel) polimorfik 6zellikte oldugu igin
polimorfizm oran1 %100 olarak belirlenmistir. Vogel ve ark. (2009) yaptiklar1 ¢alismada 43
SSR markériinden etkili polimorfizm degerlerinin elde edildigini bildirilmislerdir. Filiz ve ark.
(2009a), belirledikleri 373 bandin 266 tanesinin polimorfik (% 70), Filiz (2012) cpDNA ve
mtDNA’larinda tespit ettigi 224 bandtan 54 ( kloroplast 9, mitokondri 45) tanesinin (% 22)
polimorfik, Jaroszewicz ve ark. (2012) RADP yontemi ile inceledikleri 18 B. distachyon
aksesyonunda batlarin %96’sinin polimorfik, Zhang ve ark. (2012) Pop 1’de 1.315 fragmentin
polimorfik (% 59,4), Pop 2’de ise 342 allelin polimorfik (%79,4), Zhao ve ark ( 2011), B.
distachyon SSR Primerlerini kullandiklar1 ¢alismalarinda M. sinensis’te belirledikleri 162
bandtan 158’inin (%97,53) polimorfik oldugunu, Mo ve ark. (2013) Brachypodium
sylvaticum var. breviglume ve SSR primerleri ile yaptiklart ¢alismalarinda polimorfizm
oraninin % 97.14 ( % 85,71 - %100) olarak hesaplandigini agiklamislardir.

Calismada elde edilen polimorfizm oraninin yiiksek olmasi, yapilan diger caligmalara
paralel olarak Bd tiiriiniin genotipik varyasyon derecesinin yiiksek oldugunu desteklemektedir.

Allelik zenginligin ortalama 6,302 oldugu belirlenmistir. Allelik zenginlik (Na)
agisindan primeler karsilasgtirildiginda; 9,734 allel ile ALB165 primerinin en zengin yapiya
sahip oldugu goriilmektedir. Bu primeri 9,377 allel ile ALBO050, 8,562 allel ile ALB022 ve
8,316 allel ile ALB139 primeri takip etmektedir. En diisiitk miktarda allel zenginligi 3,000
allel ile ALB087 primerinde tespit edilmistir. ALB311 (3,444 allel) ve ALB030 (3,935 allel)
primerleri allel zenginligi diisiik olan diger primerlerdir. Allelik zenginlik genetik cesitliligi
belirleyen bir faktdr oldugu i¢in allelik zenginlik ne kadar fazla ise genetik cesitlilikte fazladir.
Mo ve ark. (2013) 5 farkli populasyona ait 110 Brachypodium sylvaticum var. breviglume
bireyi ve 37 SSR primeri kullandiklari galismalarinda, allelik zenginligi ortalama 3,14 (2,86-
3,43) olarak hesaplamiglardir.

Cizelge 4.1°de verilen allellerin boyutlar1 (bant biiyiikliikleri) incelendiginde; ALB030
primerinin 150 bg ile en diisiik, ALB006 primerinin ise 385 bg ile en yiiksek band uzunluguna
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sahip olduklar1 gorilmiistir. Vogel ve ark. (2009)’nin ¢alismasinda bizim kullandigimiz
primerlerin boyutlar1 incelendiginde, ALBO30 primerinin 151 bg¢ ile kiigiik, ALB006
primerinin 376 bg ile en biiyilkk boyuta sahip oldugu goriilmistiir. Diger bandlara ait

degerlerde incelendiginde verilerin birbirine yakin olduklar1 belirlenmistir.

Genetik cesitliligin belirlenmesinde en 6nemli dl¢iitlerden olan aksesyonlarda goriilen
gen cesitliligidir. Gen cesitliligini belirmek igin yapilan islemlerden elde edilen veriler
Cizelge 4.11 ‘te verilmistir.

Cizelge 4.11.Primerler ve aksesyonlarda belirlenen gen gesitliligi degerleri

Primer 1. Bolge 2. Bolge
ALBO001 0,700 0,804
ALBO006 0,667 0,727
ALB022 0,851 0,520
ALBO030 0,413 0,505
ALB040 0,655 0,522
ALBO050 0,674 0,832
ALB087 0,615 0,609
ALB139 0,835 0,637
ALB165 0,870 0,614
ALB181 0,615 0,568
ALB311 0,415 0,542
Ortalama 0,645

Calismada kullanilan 11 mikrosatellit bolgesindeki gen cesitliliginin 1. Bolge’ye ait
aksesyonlarda 0,413 ile 0,870 arasinda degistigi belirlenmistir. En fazla gen ¢esitliligi
ALB165 primerinde gorilmiistir. Bu primeri 0,851 ile ALB022 ve 0,835 ile ALB139
primerleri takip etmektedir. Gen ¢esitliligi bakimimdan en diisiik oranlar 0,413 ile ALB0O30 ve
0,415 ile ALB311 primerlerinde goriilmiistiir.

PR

2. Bolge’de gen gesitliliginin 0,505 ile 0,832 arasinda degistigi goriilmektedir. Yiiksek

gen cesitliligine sahip primerler ALBO50 (0,832), ALB001 (0,804) ve ALBO006 (0,727)

seklinde siralanmaktadir. 0,505 degeri ile ALB030, 0,520 ile ALB022 ve 0,522 ile ALB040
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gen cesitliligi diisik olan primerlerdir. Her iki bolgede de ALBO030 primerinin gen
cesitliliginin  diisiik oldugu goriilmektedir. Vogel ve ark. (2009) iilkemizin farkl
bolgelerinden toplanan 187 hat lizerinde SSR primerleri ile yaptiklar1 ¢alismada da bizim
kullandigimiz pimerlerden ALB030’da gen ¢esitliliginin diisiik oldugu (0,325) belirlenmistir.
Calismada en diisiik gen ¢esitliligine 0,263 degeri ile ALBO87 primerinde, en yiiksek gen
cesitliligine 0,800 ile ALBOO1 primerinin sahip oldugu goriilmiistiir. Bizim ¢alismamizda da
ALBO0O01 primerinin 2. Bolge grubunda gen gesitlilik diizeyinin yiiksek oldugu goriilmektedir.
Ayrica Giraldo ve ark. (2012), yapmis oldugu ¢alismada da ALB165 (0,8672) ve ALB311
(0,4878) primerlerinde gen ¢esitliliginin bizim elde ettigimiz degerler ile ¢ok yakin oldugu

tespit edilmistir.

Calismada kullanilan 11 primerin ortalama gen ¢esitliligi 0,645 olarak belirlenmistir.
Vogel ve ark. (2009) ¢alismalarinda kullandiklar1 43 primerde ortalama gen ¢esitliligini 0,543
olarak hesaplamiglardir. Filiz (2012), cpDNA ve mtDNA’lan ile yaptigir calismada gen
cesitliligini 0,130 olarak rapor etmistir. Zhao ve ark (2011), B. distachyon SSR Primerlerini
kullandiklar1 ¢alismalarinda M. sinensis’ ta gen ¢esitlilik degerini 0,320 olarak
hesaplamislardir. Jaroszewicz ve ark. (2012) RADP yontemi ile inceledikleri 18 B. distachyon

aksesyonunda gen cesitliligini her primer igin 0,220 olarak hesaplamislardir.

Genetik cesitliligin ol¢iitlerinden biri olan populasyonlarin heterozigotluk diizeyleri
hesaplanmustir. Heterozigutluk diizeyi incelenen primerler agisindan, populasyonlar i¢erisinde
tespit edilen heterozigot bireylerin ortalama yiizdesini ifade etmektedir. Calismada elde edilen

sonuglar Cizelge 4.12°de verilmistir.

Bolgelerde primerlere ait heterozigotluk diizeylerine bakildiginda ortalama gozlenen
(Ho) ve beklenen (He) heterozigotluk diizeylerinin sirasi ile 0,0116 ile 0,0366 ve 0,4111 ile
0.8645 degerleri arasinda degistigi belirlenmistir. Gozlenen ve beklenen heterozigotluk
diizeylerinin ortalama degerleri ise 1. Bolge icin 0,0044 ve 0,6607, 2. Bolge i¢in 0,0018 ve
0,6177 seklindedir. 1. Bolge‘de gozlenen ortalama heterozigotluk diizeyinin (0.0044) 2.
Bolge’den (0,0018) yiiksek oldugu goriilmektedir. Gozlenen en yiiksek (0,0366) ve en diisiik
(0,0116) heterozigotluk diizeyleri 1. Bolge’de saptanmigtir. Calisilan 11 primerden sadece 3
pirimerde heterozigotluk tespit edilmistir. En fazla allele sahip ALBO50 pirmerinde
heterozigotluk tespit edilirken en az ellele sahip ALBO087 primerinde heterozigotluk

goriilmemistir. Calisilan primerler bazinda saptanan ortalama heterozigotluk degerleri ele

alindiginda en ¢ok sayida allel tespit edilen ALB050 (15 allel) primerinin 0,0116 ile en disiik

76



heterozigotluk, az sayida allele sahip ALBO030 (6 allel) primerinin 0,0366 ile en yiiksek

heterozigotluk degerine sahip olduklar1 goriilmistiir.

Cizelge 4.12. Calismada gozlenen (ho) ve beklenen (he) heterozigotluk degerlerinin her bir
primer icin bolgelere dagilimi ve ortalama degerler

Primer Gozlenen Heterozigotluk (Ho) Beklenen Heterozigotluk (Hg)

1. Bolge 2. Bolge 1. Bolge 2. Bolge

ALB001 0,0000 0,0200 0,6957 0,7958
ALB006 0,0000 0,0000 0,6634 0,7193
ALB022 0,0000 0,0000 0,8460 0,5149
ALBO030 0,0366 0,0000 0,4111 0,4982
ALB040 0,0000 0,0000 0,6513 0,5172
ALBO050 0,0116 0,0000 0,6701 0,8227
ALBO087 0,0000 0,0000 0,6115 0,6026
ALB139 0,0000 0,0000 0,8304 0,6303
ALB165 0,0000 0,0000 0,8645 0,6072
ALB181 0,0000 0,0000 0,6113 0,5619
ALB311 0,0000 0,0000 0,4123 0,5242
Ort. 0,0044 0,0018 0,6607 0,6177

Bolgelere gore beklenen heterozigotluk degerleri incelendiginde, 1. Bolge’de
bekelenen heterozigotluk degerinin 0,6607 ile 2. Bodlge’den (0,6177) fazla oldugu
goriilmektedir. Beklenen heterozigotluk degerleri pirimerler bazinda incelendiginde 0,8645 ile
en yiiksek ortalamaya ALB165 primerinin, en diisiik ortalamaya ise 0,4111 ile ALBO030
primerinin sahip oldugu goriilmistiir. ALB165 primeri fazla sayida allele (13 allel) sahip iken
, ALBO030 primeri az sayida allele (6 allel) sahiptir. Ancak gozlenen heterozigotluk diizeyi en
fazla ALB030 primerinde belirlenmistir.
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Yapilan analizler sonucunda heterozigotluk degerlerinin ¢ok diisiik oldugu, gozlenen
ve beklenen heterozigotluk diizeyleri arasinda fazla miktarda farkliklik oldugu ve sadece 3
primerde (ALBO030, ALB050, ALB001) heterozigot bireylerin bulundugu goriilmektedir.
Vogel ve ark.’da (2009) yaptiklar1 ¢alismada heterozigotluk diizeyinin olduk¢a diisiik
(0,0005) oldugunu, Giraldo ve ark. (2012)’da Ispanya’nin farkli bélgelerinden toplanan 64 B.
distachyon ve 5 SSR primeri (ALB165, ALB311, BdSSR207, BASSR330, R2-3) ile yaptiklar
calismada heterozigotluk degerini 0 olarak agiklamislardir. Bu durumun B. distachyon’un
kendi kendini dolleyen bir bitki olmasindan ve yabani bitkilerin ezici bir homozigot 6zelligine
sahip olmalarindan kaynaklandig1 agiklanmistir (Vogel ve ark. 2009). Diger Brachypodium
tirleri ile yapilan caligmalarda heterozigotluk degerinin daha yiiksek oldugu goriilmektedir.
Ornegin, Mo ve ark. (2013) Brachypodium sylvaticum var. breviglume ve SSR primerleri ile
yaptiklar1 ¢aligmalarinda gozlenen heterozigotluk degerini 0,0105 (0,029 — 0,220), beklenen
heterozigotluk degerini ise 0,488 (0,439 — 0,561) olarak agiklamiglardir.

4.3.2.0zgiin genlerin belirlenmesi analizi

Bu ¢aligmada toplam 50 6zgiin allel (private allele) belirlenmistir. ALB165 primerinde
9, ALB022, ALB050 ve ALB139 primerlerinde 7’ser, ALBOOL1 primerinde 6, ALB006 ve
ALBO030 primerlerinde 4’cr, ALB040 primerinde 3, ALB311 primerinde 2 ve ALBIS&I
primerinde 1 Ozgiin allein bulundugu, ALBO87 primerinde ise hicbir 6zgiin allelin

bulunmadigi tespit edilmistir (Cizelge 4.6).

Bolgeler bazinda bakildiginda 1. Bolge’nin 33, 2. Bdlge’nin ise 17 6zgiin allele sahip
olduklart goriilmiistiir. Gozlenen 6zgiin allellerin frekanslariin 0,0058 ile 0,1333 arasinda
degisim gorterdigi belirlenmistir. Ozgiin allelerin belirleyici dzellikte olmasi frekanslarmnin
0,05 ve tizeri degerlerde olmasina baglidir. Bu durumda belirlenen 50 6zgiin allelin 16’s1
bolgelerin belirlenmesinde belirte¢ (ayirtag) olarak kullanilabilecektir. Bu belirteg 6zgiin
allellerin  9’u 1. Bolge’ye, 7’si 2. Bolge’ye oOzgidir (Cizelge 4.13).
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Cizelge 4.13. Calismada gozlenen 6zgiin allellerin primerler ile bolgeler agisindan dagilimi ve gozlenen 6zgiin allellerin frekanslari

ALBO001

Populasyon | 182 184 186 196 200 202 204 206 208 210 212

1. Bolge 0,4778 | 0,2333 | 0,1333 | 0,0000 | 0,0000 | 0,0000 |0,0111 | 0,0000 | 0,0444 | 0,0667 | 0,0333

2. Bolge 0,1100 | 0,3400 | 0,0000 | 0,0200 |0,0200 | 0,0200 | 0,0200 | 0,0800 |0,1800 | 0,2100 | 0,0000

ALBO006

Populasyon | 360 370 372 373 375 377 379 381 385

1. Bolge 0,5444 | 0,0000 | 0,1222 |0,1333 | 0,0778 | 0,0000 | 0,0444 | 0,0333 | 0,0444

2. Bolge 0,0851 | 0,0213 | 0,0426 | 0,4255 | 0,2979 | 0,0851 | 0,0000 | 0,0000 | 0,0426

ALB022
Populasyon | 287 289 291 293 294 295 297 299 301 359 361 365 370 376
1. Bolge 0,0000 | 0,0217 | 0,2609 | 0,0978 | 0,0109 | 0,0109 | 0,0978 | 0,1848 | 0,0217 | 0,1630 | 0,0000 | 0,0000 | 0,0870 | 0,0435
2. Bolge 0,0208 | 0,0208 | 0,0208 | 0,1042 | 0,0208 | 0,0000 | 0,0625 | 0,0208 | 0,0000 | 0,6875 | 0,0208 | 0,0208 | 0,0000 | 0,0000
ALBO030
Populasyon 150 151 153 154 157 164

1. Bolge 0,0854 0,7500 | 0,0122 | 0,1463 | 0,0000 | 0,0061

2. Bolge 0,0000 | 0,2308 | 0,0000 0,6667 | 0,1026 | 0,0000

ALB040

Populasyon | 164 176 177 179 183 185 188

1. Bolge 0,0111 | 0,5333 | 0,0333 0,0111 | 0,1667 | 0,1889 | 0,0556
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2. Bolge 0,0000 | 0,1400 | 0,0000 0,0200 | 0,6600 | 0,1800 | 0,0000
ALBO050
Populasyon | 198 220 231 232 233 234 235 236 237 238 239 240 241 243 247
1. Bolge 0,0058 | 0,5581 | 0,0000 0,0465 | 0,0640 | 0,0814 | 0,0465 0,0465 | 0,0349 | 0,0000 | 0,0000 | 0,0116 | 0,0349 | 0,0349 | 0,0349
2.Bolge | 0,0000 |0,0851 | 0,0213 | 0,0213 | 0,0213 | 0,2128 | 0,1915 | 0,0213 | 0,2979 | 0,0638 | 0,0213 | 0,0000 | 0,0000 | 0,0000 | 0,0426
ALBO087
Populasyon | 194 200 203
1. Bolge 0,3778 | 0,4778 | 0,1444
2.Bolge | 0,1458 | 0,3333 | 0,5208
ALB139
Populasyon | 307 310 313 316 319 322 325 328 334 337 340 343
1.Bolge | 0,0326 | 0,1522 | 0,0326 | 0,0326 | 0,3261 | 0,0543 | 0,0978 | 0,0326 | 0,0000 | 0,1522 | 0,0652 | 0,0217
2. Bolge 0,0408 | 0,5714 | 0,0000 0,0000 | 0,1020 0,0000 | 0,1633 0,0000 | 0,0204 0,1020 | 0,0000 | 0,0000
ALB165
Populasyon | 166 169 171 172 175 178 181 183 184 187 190 193 199
1. Bolge 0,0000 | 0,0843 | 0,0120 0,0000 | 0,1205 0,1205 | 0,0843 0,0241 | 0,1325 0,2651 | 0,0723 | 0,0482 | 0,0361
2.Bolge | 0,0667 | 0,0000 | 0,0000 | 0,1333 | 0,6000 | 0,0222 | 0,0667 | 0,0000 | 0,0000 | 0,1111 | 0,0000 | 0,0000 | 0,0000
ALB181
Populasyon | 234 236 240 242 244
1. Bolge 0,0690 | 0,5517 | 0,2759 0,0230 | 0,0805

80




2.Bolge | 0,0435 | 0,0435 | 0,3478 | 0,0000 | 0,5652
ALB311
Populasyon | 242 243 244 246
1. Bolge | 0,7286 | 0,2429 | 0,0286 | 0,0000
2.Bolge | 0,6250 | 0,0625 | 0,0000 | 0,3125
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Cizelge 4.14. Calismada gozlenen 6zgiin allellerin primerler ile bolgeler acisindan dagilimi ve
gozlenen 6zgiin allellerin frekanslari

Primer Allel Uzunlugu(bp) Frekans Bolge ismi
186 0,1333 1. Bolge
196 0,0200 2. Bolge
200 0,0200 2. Bolge
ALBO001
202 0,0200 2. Bolge
206 0,0800 2. Bolge
212 0,0333 1. Bolge
370 0,0213 2. Bolge
ALBO006 377 0,0851 2. Bolge
379 0,0444 1. Bolge
381 0,0333 1. Bolge
287 0,0208 2. Bolge
295 0,0109 1. Bolge
301 0,0217 1. Bolge
ALB022 361 0,0208 2. Bolge
365 0,0208 2. Bolge
370 0,0870 1. Bolge
376 0,0435 1. Bolge
150 0,0854 1. Bolge
153 0,0122 1. Bolge
ALBO030 157 0,1026 2. Bolge
164 0,0061 1. Bolge
164 0,0111 1. Bolge
ALB040 177 0,0333 1. Bolge
188 0,0556 1. Bolge
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198 0,0058 1. Bolge
231 0,0213 2. Bolge
238 0,0638 2. Bolge
ALBO050 239 0,0213 2. Bolge
240 0,0116 1. Bolge
241 0,0349 1. Bolge
243 0,0349 1. Bolge
313 0,0326 1. Bolge
316 0,0326 1. Bolge
322 0,0543 1. Bolge
ALB139 328 0,0326 1. Bolge
334 0,0204 2. Bolge
340 0,0652 1. Bolge
343 0,0217 1. Bolge
166 0,0667 2. Bolge
169 0,0843 1. Bolge
171 0,0120 1. Bolge
ALB165 172 0,1333 2. Bolge
183 0,0241 1. Bolge
184 0,1325 1. Bolge
190 0,0723 1. Bolge
193 0,0482 1. Bolge
199 0,0361 1. Bolge
ALB181 242 0,0230 1. Bolge
ALB311 244 0,0286 1. Bolge
246 0,3125 2. Bolge
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Calismada en yiiksek sayida (9 allel) 6zgiin allel ALB165 primerinde goriilmekte olup bu
Ozgiin allellerin 5* 1 (3’1 1. Bolge, 1’1 2. Bolge) belirteg 6zelligine sahiptir (Cizelge 4.14).
ALBI165 primeri en fazla allele sahip tigiincii primerdir. En fazla alele sahip ALB050 primeri 7
Ozgiin allele sahip olup bunlardan sadece biri 2. Bolge’ye Ozgiidiir. 14 allel ile allel sayisi
bakimindan ikinci sirada yer alan ALB022 primerinin sahip oldugu 7 6zgiin allelden sadece biri 1.
Bolge’ye ozgiidiir. ALBOO1 primeri 2 (1 tane 2. Bolge, 1 tane 1. Bolge), ALBO0O06 primeri 1ltane
2. Bolge’ye, ALBO030 primeri 2 (1ltane 2. Bolge, 1 tane 1. Bolge), ALB0O40 primeri 1 tane 1.
Bolge’ye, ALB139 primeri 2 tanel. Bolge’ye ve ALB311 primeri ltane 2. Bolge’ye 6zgii
allellere sahiptir. ALB181 deki 6zgiin allellin frekans1 diigiikk oldugu i¢in belirleyici bir 6zelligi
yoktur.

4.3.3.Genetik farkhiik (Fst) ve genetik uzakhik analizi

Bolgeler arasi genetik farkliligin 6nemli olup olmadigini gérmek igin Fst degerleri
hesaplanmis ve onemlilik testleri yapilmistir. Bolgeler igin hesaplanan genel Fst degeri olarak
0,19324 bulunmus olup (Cizelge 4.15.), bu degerin istatistiki olarak dnemli oldugu saptanmistir
(P<0,001).

Calismada elde edilen Fst (0,19324) degerinin 0,15- 0,25 arasinda olmasi1 bolgelerde
biiyiikk bir genetik farklilasma oldugunu ifade eder. Filiz ve ark. (2009a) iilkemizin farkli
bolgelerinden toplanan Bd saf hatlari ile yapmis olduklart ¢alismada, Fst degerinin 0’dan farkli
oldugunu ve bu sonucun bdlgeler arasi karsilagtirmalarda 6nemli oldugunu rapor etmislerdir.
Bolgeler i¢inde yapilan degerlendirme de ise Eskisehir bolgesinden elde edilen sonug 0’dan farkli
olmadigi igin anlamli bulunmamistir. Mo ve ark. (2013) Brachypodium sylvaticum var.
breviglume ve SSR primerleri ile yaptiklart ¢alismalarinda Fg degerini 0,331 (0,136 -0,671)

olarak hesaplamislardir.

Cizelge 4.15. Aksesyonlarin yer aldig1 gruplara ait Fst degerleri

1. Bolge 2. Bolge
1. Bolge 0,000 0,19324"
2. Bolge 0,000
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Nei’nin standart genetik uzaklik metoduna gore hesaplanan genetik uzakliklar (D)
incelendiginde, bolgeler arasindaki genetik uzakligin olduk¢a 6nemli oldugu goriilmiistir. Elde
edilen 0,590 degerinin, 0 ile 1 arasinda olmasi genetik uzakligin (D) O ve oo arasinda degerler
aldigini ifade eder (Cizelge 4.16). Buna gore bolgelerde yer alan aksesyonlarda goriilen genetik
varyasyon bolgeler arasindaki genetik uzakligin artmasina neden olmaktadir. Bu deger benzerlik
matrisi olarak da kullanilabilmektedir. Bu durumda iki gruba ait genetik benzerlik 0,590 seklinde

yorumlanabilir. Gruplar arasinda genetik benzerlik orani yiiksek bir degerde degildir.

Cizelge 4.16. Standart genetik uzaklik degerleri (Nei 1972)

1. Bolge 2. Bolge
1. Bolge 0,000 0,590
2. Bolge 0,000

Filiz ve ark. (2009a), Bd saf hatlar1 ve AFLP Primerleri ile yapmis olduklari ¢alismada
genetik uzaklhigin 0,67 (0,05 — 0,78), diger c¢alismalarinda ise 0,03 ile 0,62 arasinda degistigini
rapor etmislerdir (Filiz ve ark. 2009b). Giraldo ve ark. (2011) 193 diploid ve allotetraploid (Bd)
de ve 15 SSR Markor ile yaptiklari caligmalarinda genetik uzakligm 0,514 oldugunu
bildirmislerdir. Filiz (2012), Tirkiye’nin farkli biyocografik bolgelerinden toplanmig 24 B.
distachyon’n cpDNA ve mtDNA’lan ile yaptigi caligmada genetik uzakligin 0,62 oldugunu
aciklamistir. Zhang ve ark. (2012) dogal (Pop 1, 66 bitki) ve mutant (Pop 2, 43 bitki)
populasyonlar iizerinde AFLP markorlar ile yaptiklari ¢alismada populasyonlar arasi genetik
uzakligin Pop 2’de 0,03’ten 0,49’a, Pop 2’de ise 0,029’dan 0,214’¢ kadar degistigini
bildirmislerdir.

4. 3.4. PIC (Polimorfizm bilgi icerigi) ve PD (Ayrimlama giicii) analizi

Populasyonlardaki allel sikligi ile hesaplanan Cizelge 4.17°deki degerler incelendiginde
polimorfizm oranlarinin 0,35 ile 0,84 arasinda degistigi, ortalama polimorfizm oraninin ise 0,60
oldugu goriilmektedir. En diisiik polimorfizm orami 1. Bolge grubunda 0,35 ile ALB311
primerinde belirlenmistir. Bu primeri 1. Bolge’de 0,39 degeri ile ALB030 ve 2. Bolge’de 0,43

degeri ile ALB311 primerinin takip ettigi goriilmistiir.
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Polimorfizm oran1 bakimindan dikkat ¢eken primerler 1. Bolge’de ALB165 (0,84) ve
ALBO022 (A0,83) primerleridir. Polimorfizm oran yiiksek olan diger primerler 0,81 degeri ile
ALB139 ve 0,80 degeri ile ALBO50 primerleridir. En yiiksek ve en diisik polimorfizm
oranlariin 1. Bolge’de goriildiigl belirlenmistir.

PIC degerinin, 0,75'e esit veya lizerinde olmasi bilgilendirme ag¢isindan uygun oldugu
aciklanmistir (Laborda ve ark. 2005). Bu nedenle ALB001, ALB022, ALBO050, ALB139 ve
ALBI165 primerlerinde goriilen polimorfizm oranlari 6nemli olup diger primerlerde polimorfizm
oraninin diisiik oldugu goriilmektedir.

Vogel ve ark. (2009) 43 primer ile ililkemizin farkli bolgelerinden toplanan 187 hat
tizerinde yaptiklar1 ¢alismada PIC degerinin 0,204 — 0,804 (Ort=0,5586) arasinda oldugunu
bildirmislerdir. Zhao ve ark (2011), B. distachyon SSR Primerlerini kullandiklar1 ¢alismalarinda
M. sinensis’ in PIC degerinin 0,073 ile 0,375 (ort=0,263) arasinda degistigini belirlemislerdir.
Zhang ve ark. (2012) dogal (Pop 1, 66 bitki) ve mutant (Pop 2, 43 bitki) populasyonlar {izerinde
AFLP markorlar ile yaptiklar1 ¢alismada, Pop 2’de PIC degerinin 0,118- 0,224 (ort= 0,162)
arasinda , Pop1’de ise 0,053 ten 0,200’e (ort=0,113) kadar degistigini ag¢iklamislardir.

Cizelge 4.17. Polimorfizm bilgi igerigi (PIC) ve ayrimlamagiicii (PD) ile ilgili sonuglar

Primer PIC PD
1. Bolge 2. Bolge 1, Bolge 2. Bolge
ALBO001 0,65 0,76 0,69 0,79
ALBO006 0,64 0,67 0,66 0,71
ALBO022 0,83 0,49 0,84 0,51
ALBO030 0,39 0,46 0,44 0,52
ALBO040 0,62 0,49 0,66 0,54
ALBO050 0,67 0,80 0,68 0,83
ALBO087 0,54 0,55 0,62 0,62
ALB139 0,81 0,61 0,83 0,65
ALB165 0,84 0,58 0,86 0,61
ALB181 0,55 0,48 0,61 0,56
ALB311 0,35 0,43 0,41 0,51
Ort=0,60
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PIC degeri incelenen genotipler arasindaki allel frekansi ve cesitliliginin de bir
yansimasidir. Bu nedenle genetik cesitlliligin degerlendirilmesinde  6nemli bir belirtegtir.
Ortalama PIC degerinin 0,60 olmasi aksesyonlara arasinda genetik cesitlilik oldugunu
gostermektedir.

Her bir primer i¢in hesaplanan ayrimlama giicii (PD) degerleri incelendiginde (Cizelge
4.17), en disik degerin 0,41 (ALB311l ), en yiiksek degerinde 0,86 (ALB165) oldugu
belirlenmistir. PD degeri yliksek olan diger primerler 0,84 degeri ile ALB022, 0,83 degeri ile
ALBO050 ve ALB139, 0,79 degeri ile ALB0OOL1 primerleridir. PD degeri farkli genotipe sahip
bireylerin belirlenmesinde kullanildig1 i¢in PD degeri yiiksek olan primerlerde bireyler arasindaki
genetik varyasyonun yiiksek oldugu sdylenebilir. Bireyler bu primerlere ait farkli alleller
tasimaktadir.

Genel olarak allel sayisi1 fazla olan (Cizelge 4.10) primerlerin PD degerinin yiiksek, allel

sayist az olan primerlerin ise PD degerlerinin diisiik oldugu belirlenmistir.

4.3.5. Allellerin paylasim uzunluklarimin él¢iimii

Farkli B. distachyon aksesyonlarina ait bireylerin ¢alisilan 11 primer agisindan genetik
olarak birbirlerine ne derece benzediklerini, baz1 aksesyonlara ait bireylerin daha farkl ayrilip
ayrilmadigini arastirmak icin allel paylasim uzakligi metodu 6lgiit olarak alinmig (Bowcock ve
ark. 1994) ve komsu birlestirme agact (NJ analizi) ile bireylerin iligkileri sergilenmistir (Sekil
4.1). Cizilen sekilde aksesyon adlarinin daha anlasilir bir sekilde goriintiilenmesi igin

aksesyonlara ait bireylerin her biri kisa olarak simgelendirilmistir (Cizelge 4.11).
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Sekil 4.7. Bireyler aras1 paylasim uzakliklari (ASD) kullanilarak komsu birlestirme (NJT) metodu
ile ¢izilen dendogram.
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Cizelge 4.18. Komsu birlestirme agacinda yeralan aksesyonlar ve simgeleri

Aks. | Simge Aks. Simge Aks. Simge Aks. Simge Aks. Simge
No No No No No

1. Bolge 90-5 CN19 94-7 BL17 63-9 BL46 85-5 NV3

3-1 ED1 90-6 CN20 94-8 BL18 65-1 BLA47 85-6 NV4

62-1 ED2 90-9 CN21 94-9 BL19 65-3 BL48 86-1 NV5

62-2 ED3 91-1 CN22 95-3 BL20 65-6 BL49 86-6 NV6

62-3 ED4 91-4 CN23 95-4 BL21 65-7 BL50 86-7 NV7

62-4 ED5 91-7 CN24 95-5 BL22 66-9 BL51 86-8 NV8

62-5 ED6 91-9 CN25 95-6 BL23 | 2. Bolge 88-1 NV9
62-6 ED7 84-1 IS1 95-7 BL24 112-1 ES1 88-3 NV10
62-7 ED8 84-2 1S2 95-7 BL25 112-2 ES2 88-5 NV11
62-8 ED9 84-5 1S3 95-8 BL26 112-3 ES3 88-7 NV12
62-9 ED10 84-6 1S4 95-8 BL27 112-4 ES4 88-8 NV13
68-3 CN1 84-8 IS5 95-9 BL28 112-6 ESS 88-9 NV14
68-2 CN2 84-9 1S6 95-9 BL29 112-7 ES6 89-2 NV15

68-7 CN3 92-1 BL1 96-2 BL30 112-9 ES7 89-5 NV16

68-8 CN4 92-2 BL2 96-3 BL31 111-8 AN1 89-6 NV17

68-9 CN5 92-4 BL3 96-4 BL32 111-9 AN2 89-7 NV18

69-1 CN6 92-5 BL4 96-5 BL33 67-4 KT1 89-8 NV19

69-4 CN7 92-6 BL5 96-7 BL34 67-6 KT2 89-9 NV20

69-5 CN8 92-7 BL6 96-8 BL35 67-9 KT3 108-2 ALl

69-7 CN9 92-8 BL7 96-9 BL36 100-2 KT4 108-5 AL2

69-8 CN10 92-9 BL38 97-3 BL37 100-9 KT5 108-8 AL3

69-9 CN11 93-1 BL9 97-5 BL38 105-2 KT6 83-5 TBT1

81-1 CN12 93-6 BL10 97-8 BL39 105-8 KT7 83-7 TBT?2

81-2 CN13 94-1 BL11 97-9 BL40 117-1 KT8 83-8 TBT3

81-3 CN14 94-2 BL12 63-1 BL41 117-2 KT9 83-9 TBT4

81-4 CN15 94-3 BL13 63-3 BL42 117-4 KT10 Kah-3 AD1

81-8 CN16 94-4 BL14 63-5 BL43 117-9 KT11 Adi-3 AD2

81-9 CN17 94-5 BL15 63-7 BL44 85-2 NV1 Bd18-1 BD1

90-2 CN18 94-6 BL16 63-8 BL45 85-3 NV2

Nei'nin genetik uzaklik sonuglarina gore hazirlanan dendogram incelendiginde genetik
cesitlilik bakimmdan 2 grup olustugu goriilmektedir (Sekil 4.6.). Incelenen 6rnekler genetik
benzerliklerine gore ayn1 grupta yer almaktadir.

Birinci grup kendi igerisinde iki kola ayrilmaktadir. Birinci kolda kendi igerisinde iki alt
gruba ayrilmaktadir. Birinci alt grupta yer alan aksesyonlar genetik benzerliklerine gore kiiciik alt
gruplar olustrumaktadir. Birinci alt kolda yer alan Bd94 (BL13, BL14, BL15, BL17 ve BL19),
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Bd68 (CN3), Bd81 (CN14, CN16), Bd62 (ED6, ED7, ED8,ED9), Bd69 (CN1, CN5) bireylerinin,
Bd62 (ED2, ED4 ve ED5)’ye ait 3 bireyin ve Bd94 (BL12, BL18), Bd62 (ED10), Bd90 (CN18)
bireylerinin genetik yapilarindaki benzerlige (akrabalik) kendi i¢erisinde kiimeleserek alt bir grup
olusturduklar1 belirlenmistir. Farkli alanlardan toplanan 6rneklerin ayni grupta yer aldiklari
goriilmektedir. Diger kiigiik alt grubu ise Bd97 (BL39), Bd65 (BL47, BL49 ve BL50), Bd92
(BL6, BL7) ve Bd93 (BL9, BL10) bireyleri olusturmaktadir. ikinci alt kolda ise iki kiigiik grup
yer almaktadir. Birinci kiigiik grupta Bd83 (TBT3, TBT4), Bd86 (NV8) , Bd84 (I1S1, IS3, 154,
IS5), Bd65 (BL48), Bd66 (BL51), Bd90 (CN20) bireyleri yer alirken, ikinci kiigiik grupta Bd95
(BL25), Bd96 (BL30, BL31, BL33, BL34, BL35), Bd90 (CN21), Bd91 (CN24, CN25) ve Bd69
(CN6, CN8, CN10, CN11) aksesyonlarina ait bireyler yer almaktadir.

Birinci grubun ikinci koluda kendi igerisinde iki alt gruba ayrilmaktadir. Bu alt gruplarda
kendi icerisinde tekrar kollara ayrilarak ¢ok sayida daha kiiciik gruplar olusturmaktadir. Birinci
alt grubun ilk kiiciik grubunu Bd108 (AL1), Bd105 (KT6, KT7) ve Bd95 (BL21, BL22, BL23)
bireyleri olusturmaktadir. Bu gruba ait Ornekler cografi olarak birbirine uzak alanlardan
toplanmus olup genetik benzerliklerinden dolayr ayni grupta yer almislardir. Ikinci kiigiik grubu
ise Bd67 (KT1, KT2, KT3) ve Bd81 (CN12, CN13, CN15, CN17) bireyleri olusturmaktadir.
Kiitahya ve Canakkale’den toplanan bireylerin aym grupta yer aldiklar1 goriilmektedir. ikinci alt
grup 3 tane kiiciik gruptan olusmaktadir. Ilk kiiciik grupta dort farkli alandan toplanan bireyler
birlikte yer almaktadir. Bu bireylerin ait oldugu aksesyonlar Bd95 (BL24, BL26, BL28), Bd83
(TBT 1, TBT2), Bd94 (BL11, BL16) ve Bd91 (CN22, CN23) seklinde siralanmaktadir. Ikinci ve
ticlincii kiigiik gruplarda 9 farkli alandan toplanan 16 birey yer almaktadir. Ikinci kii¢iik grupta
Bd96 (BL36), Bd69 (CN7), Bd68 (CN4, CN2), Bd96 (BL32) bireyleri yer alirken, ti¢lincii kii¢iik
grupta Bd90 (CN19), Bd69 (CN9), Bd84 (I1S6, 1S2), Bd63 (BL41, BL42, BL43, BL44, BL45,
BL46) ve Bd62 (ED3) bireyleri bulunmaktadir.

Ikinci grupta kendi igerisinde iki kola ayrilmaktadir. ilk kolda standart olarak kullanilan
Bd18 (BD1), Bd108 (AL2) ve Bd112 (ES6) olmak iizere 3 6rnek yer almaktadir. Ikinci kol ise
kendi igerisinde iki alt grup olusturmaktadir. Ilk alt grupta yer alan Bd112 (ES1, ES3, ES4) ile
Bd97 (BL40) bireylerinin, Adi (AD2) ile Bd117 (KT8) bireylerinin, Bd108 (AL3), Bd95 (BL20,
BL27, BL29) ile Bd97 (BL37) bireylerinin birbirlerine yakin akraba olduklari goriilmektedir.
Ikinci alt kolda yer alan Bd3 (ED1) ve Kah.(AD1) bireylerinin diger 6rneklerden ayrilarak kendi

gruplarini olusturduklar belirlenmistir. Diger 6rneklerde kendi genetik benzerlik degerlerine gore
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kiiciik gruplar olusturmuslardir. Ik kii¢iik grubu Bd86 (NV7) ve Bd88 (NV12) bireyleri
olusturmaktadir. Ikinci kiiciik grupta Bd88 (NV9) ve Bd97 (BL38) bireyleri yer almaktadir.
Ucgiincii kiiciik grupta, Bd117 (KT9, KT10, KT11), Bd100 (KT4, KT5), Bd85 (NV1), Bd86 (NVS5,
NV8), Bd112 (ES2, ES5, ES7) ve Bd92 (BL3, BL4, BLR) bireyleri yer almaktadir. Dordiincii
kiiciik grupta ise Bd89 (NV15, NV16, NV17, NV18, NV19), Bd88 (NV10, NV11, NV13, NV14),
Bd86 (NV6), Bd85 (NV2, NV3, NV4) ve Bd92 (BL1, BL2, BL5) bireyleri bulunmaktadir.

Yapilan c¢alismada en fazla aksesyon igi genetik gesitliligin Bd62’de oldugu
belirlenmistir. Bu aksesyona ait bireylerin ¢ok sayida alt grupta yer almasi genetic ¢esitliligin
yiiksek oldugunu gostermektedir. Dendogramda farkli alt gruplarda kendine ait bireyler
bulunduran Bd69, Bd90, Bd95, Bd97, Bd108 ve Bd112 aksesyonlar1 da genetik ¢esitliligi fazla
olan diger aksesyonlardir. Bd3, Bd63, Bd66, Bd67, Bd85, Bd88, Bd93, Bd105, Bd111, Kah ve
Adi aksesyonlarina ait bireylerin ise bir veya birkag alt grupta yer aldiklari, baska gruplarda
bireylerinin bulunmadig1 belirlenmistir. Bu durum aksesyon iginde genetik cesitliligin fazla
olmadigini gostermektedir.

Dendogramadan elde edilen sonuglara gore en uzak akraba olan bireyler BL14, BL13,
BL15, BL17, BL19 ile ED1 ve ADI bireyleridir. Bu bireylerin ait oldugu aksesyonlara
bakildiginda Bd94 ile Bd3 ve Kah Aksesyonlarinin genetik agidan birbirine uzak, Bd3 ile Kah
aksesyonlarinin birbirine yakin akraba oldugu goriilmektedir. Akrabalik agisindan uzak olan
diger 6rnekler ise NV3 (Bd85) ile Bd68 (CN3) ve Bd81 (CN14, CN16) seklinde siralanabilir.

Vogel ve ark. (2009) iilkemizin farkli bolgelerinden toplanan 187 hat {izerinde SSR
primerleri ile yaptiklar1 ¢alismada dendogramin iki ana gruba ayrildigini, bir grubun Tekirdag,
BD1-1, BdTR7 ve BdTRS8’den olustugunu, ikinci grubun c¢ok Tirkiye ve Irak’tan toplanan
aksesyonlar1 karisik olarak igerdigini ve grubun kendi i¢inde c¢ok sayida kollara ayrildigini
agiklamislardir. Filiz ve ark. (2009a) Bd saf hatlar1 ve AFLP Primerleri kullanarak yaptiklar
caliymada dendogram 5 gruptan olusmaktadir. Zhao ve ark (2011), B. distachyon SSR
Primerlerini kullandiklar1 ¢alismalarinda M. sinensis 'in dendogramda 3 gruba ayrildigini tespit
ettiklerini, bu dagilimin 1. ve 2. grup ait genotiplerin Giiney Cin’den, 3. Gruba ait olanlarin ise
Kuzey Cin’den toplandiklarini bildirmislerdir. Filiz (2012), Tiirkiye’nin farkli biyocografik
bolgelerinden toplanmis 24 B. distachyon’in cpDNA ve mtDNA’lart ile yaptigi c¢alismada
olusturulan dendogram incelendiginde 4 farkli kiimenin ve genetik c¢esitlilik agisindan ¢ok genis

bir spektrumun olustugunu saptamistir. Zhang ve ark. (2012) c¢alismalarinda hazirladiklar
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dendogramda Pop 2’nin iki gruba, Pop 1’in ii¢ gruba ayrildigin1 agiklamislardir. Mo ve ark.
(2013) Brachypodium sylvaticum var. breviglume ve SSR primerleri ile yaptiklar1 caligmalarinda
3 grup tespit etmislerdir.

Gruplar incelendiginde aymi aksesyona ait yani ayni cografik bolgeden toplanan
orneklerin farkli gruplarda yer aldigi, farkli bolgelerden toplanan orneklerin ayni grupta yer
alabildigi goriilmektedir. Bu durum aksesyonlar arasinda ve aksesyon icinde genetik cesitlilik
oldugunu, goriilen genetik cesitlilik ile 6rneklerin toplandig1 cografi bolge arasinda anlamli bir
iliskinin bulunmadigin1 gostermektedir. Yapilan g¢alismalarda genetik cesitlilik ile cografik
konum arasindaki iligkinin anlamli olup olmadigina dair farkli sonuglar elde edilmistir. Vogel ve
ark. (2009) SSR genotipleri ve genis cografi bolgeler arasinda bazi korelasyonlar bulundugunu,
ancak tek bir nokta da bile genotipik ¢esitliligin yiiksek diizeyde oldugunu bildirmislerdir. Filiz
ve ark. (2009), Filiz (2012), Jaroszewicz ve ark. (2012) ayni biyocografik bolge bireylerinin
farkli gruplarda kiimelendigi, farkli cografik bdlge genotiplerinin ise ayni gruplarda toplandigin,
Giraldo ve ark. (2012) genetik ve ckoklimatik ¢esitlilik arasinda bir iligki bulunmadigini
aciklamiglardir. Zhao ve ark (2011) ise flogenetik siniflandirma ile cografik dagilim ve ekotipik
ozelliklerin birbirini destekledigini vurgulamislardir. Bu ¢alismada elde edilen sonug literatiirler
tarafindan da desteklenmektedir.

Dendogramda olusan gruplar ile fenotipik Ozellikler arasindaki baglantida 6nemlidir.
Vogel ve ark. (2009), fenotipik 6zelliklerine gore olusturulan gruplar ve SSR profilleri arasinda
anlamli korelasyon belirlediklerini, Jaroszewicz ve ark. (2012)’da RADP bantlar1 ile morfolojik
Ozellikler arasinda belirgin bir baglanti oldugunu agiklamislardir. Bu ¢alismada dendogramdaki

gruplar ile morfolojik 6zellikler arasinda herhangi bir baglanti tespit edilmemistir.
4.3.6. Faktoriyel benzerlik analizi ( factorial correspondence analysis-FCA)

Faktoriyel benzerlik analizi bireyler arasindaki akrabaligi arastirmak igin yapilan bir
analiz olup coklu boyutta bireylerin birbirine yakinhginin goriilebilmesini saglamaktadir
Bireylerin genetik varyasyonunun belirlenmesi, verilerin birbirleri ile iliskilerinin ¢esitli bagimsiz
ve bilesik degisken faktorler agisindan ti¢ boyutlu diizlemsel ortamda gorsellestirmek amaci ile
faktdriyel benzerlik analizi grafigi cizilmistir (Sekil 4.2). Uc boyutlu diizlemde faktoriyel

benzerlik analizi grafiklerinin ¢iziminde Genetix paket programi kullanilmastir.
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Sekil 4.8. Calisilan tiim aksesyonlara ait bireyler arasindaki iligskiyi gosteren faktoriyel benzerlik
analiz grafigi

Faktoriyel Benzerlik Analiz Grafigi incelendiginde, aksesyonlarin iki ana gruba ayrildig:
goriilmektedir. Ancak bu ayrim tam olarak kesin sinirlarla belirli degildir, arada her iki gruba ait
bireylerden olusan bir ara grup ve bunlardan uzaklagsmis 2 bireyden olusan kii¢iik bir grup daha
bulunmaktadir. Ara grupta 1. Bolge’ye dahil olan ED1 (Bd3, Cakmak — Edirne), BL22 (Bd95,
Balyadan sonra Balikesir’e 40 km kala) ve BL38 (Bd97, Kiitahya yolu Dursunbey-Harmancik
aras1) bireyleri ile 2. Bolge’de yer alan KT1, KT2, KT3 (Bd67, Harmancik- Kiitahya), KT7
(Bd105, Kiitahya Tavsanl ¢ikis1), ES3 ,ES6 (Bd112, Kaymaz ¢ikis1 Eskisehir) ve AL1 (Bd108,
Alanya) olmak tizere 10 bireyin yer aldig1 goriilmektedir.

Ayrica 1. Bolge’de 2. Bolge’ye dahil olan KT6 (Bd105, Kiitahya Tavsanli ¢ikist), NV20
(Bd89, Avanos 4 Nevsehir), TBT2, TBT3 ve TBT4 (Bd83, TUBITAK Gen Merkezi) 5 birey
bulunmaktadir. 2. Bolge’de isel. Bolge’ye ait olan BL3, BL4, BL5, BL8 (Bd92, Dursunbey-
Balikesir), BL20, BL27, BL29 (Bd95, Balyadan sonra Balikesir’e 40 km kala), BL37 ve BLA40
(Bd97, Kiitahya yolu Dursunbey-Harmancik arasi) olmak iizere 9 birey yer almaktadir. Arada

kalan, diger gruplarda yer alan ve kiigiik grubu olusturan bireylerin ait oldugu aksesyonlar sirasi
ile incelendiginde;
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Bd3 (ED1): Calismada bu aksesyondan bir birey incelenmis olup cografi konum olarak 1.

Bolge grubu igerisinde yer almast gerekirken ara grupta bulunmaktadir.

Bd65 (BL47, BL48, BL49, BL50): Aksesyona ait 4 birey incelenmis bir bireyin BL51 ile
diger 6rneklerden uzakta birarada bulundugu, diger 6rneklerin ise 1. Bolge grubunda yer aldig

goriilmektedir.

Bd66 (BL51): Calismada bu aksesyondan bir birey incelenmis olup cografi konum olarak
1. Bolge grubu igerisinde yer almasi gerekirken, BL47 ile diger birlikte diger orneklerden

uzaklagmistir.

Bd67 (KT1, KT2, KT3): Aksesyona ait 3 birey incelenmis olup tiim bireylerin 2. Bolge
grubunda degilde ara grupta yer aldiklar1 goriilmektedir.

Bd83 (TBTI.....TBT4): TUBITAK gen merkezinden alinan aksesyona ait bireylerin 3

tanesi 1. Bolge, 1 tanesi 2. Bolge grubunda yer almistir.

Bd89 (NV15......NV20): Bu aksesyona ait olan 6 bireyden, 1 tanesi 1. Bolge digerleri 2.
Bolge grubunda yer almaktadir.

Bd92 (BL1........ BL8): Bu aksesyonda yer alan 9 bireyden 4 tanesi 2. Bolge, 5 tanesi 1.
Bolge grubunda yer almaktadir.

Bd95 (BL20......... BL29): Bu aksesyona ait olan 10 bireyden, 1 tanesi ara grupta, 3 tanesi
2. Bolge grubunda, 6 tanesi ise 1. Bolge grubunda yer almaktadir.

Bd97 (BL37.....BL40): Bu aksesyona ait 4 bireyin 1’i ara grupta, 2 tanesi 2. Bolge
grubunda, 1 tanesi ise cografi olarak en fazla bireyin bulunmasi gereken 1. Bolge grubunda yer

almaktadir.

Bd105 (KT6 ve KT7): Bu aksesyona ait 2 bireyden 1 tanesi 1. Bolge, digeri ise ara grupta

yer almaktadir.

Bd108 (AL1, AL2, AL3): Bu aksesyona ait 3 bireyden 1 tanesi ara grupta, digerleri 2.
Bolge grubunda yeralmaktadir.
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4.3.7.Genetik yapi analizi
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Sekil 4.9. populasyonlar bazinda genetik yap1 grafigi (Herbir renk= Bir K)

Genotiplerin kokeni ve soy hakkinda onceden bilgi vermeden populasyon (K=grup)

icinde genotiplerin ayrilmasini saglayan analiz sonucunda K degeri 2 olarak belirlenmistir. K

degerinin 2 olmasi, 142 Bd bireyinin genetik yap1 bakimindan iki populasyonda (grup)

toplandigini ifade etmektedir (Sekil 4.9). Birinci gruptaki birey sayisinin ikinci gruba goére fazla
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oldugu goriilmektedir (Sekil 4.10).

Sekil 4.10. Bireyler bazinda genetik yap1 grafigi

Grafikler incelendiginde olusan iki grubun birbirinden net olarak ayrilmadigi, her iki grup

icine diger gruptan yabanci katilimlar oldugu, bazi1 genotiplerin ise her iki gruba ait genetik
ozellikler tasidigi gorilmektedir.1(Bd3-Edirne), 29 (Bd90- Canakkale), 65,66,67,68 (Bd95-
Balikesir), 81 (Bd97- Balikesir), 95 ve 98 (Bd112- Eskisehir), 121 (Bd88-Nevsehir), 130 (Bd89-
Nevsehir), 140 (Kah- Adiyaman) ve 141 (Adi- Adiyaman) genotiplerinin her iki gruba ait genetik

95



yap1 tasidiklari belirlenmistir. 42, 43, 44, 45, 46 ve 49 (Bd92- Balikesir), 61 ve 70 (Bd95-
Balikesir), 78 ve 79 (Bd97- Balikesir) numarali genotiplerin cografik olarak birinci grup iginde
yer almalarina ragmen ikinci grubun genetik yapisina sahip olduklar1 belirlenmistir. ikinci grupta
incelendiginde cografi olarak birinci gruba uzak olan genotiplerin, birinci grubun genetik
yapisina sahip oldugu goriilmiistiir. Bu genotipler 102, 103, 104 (Bd67- Kiitahya), 107 ve 108
(Bd105- Kiitahya), 132 (Bd89- Nevsehir), 133 (Bd108- Alanya), 136, 137, 138 ve 139 (Bd83-
TBTK gen merkezi) seklinde siralanmaktadir.

Genotipler ve toplandiklar1 bolgelere bakildiginda birbirinden uzak alanlarda yasayanlarin
ortak genetik yapiya sahip olduklar1 goriilmektedir. Bu sonuca en giizel 6rnek NJ dendograminda
da goriildiigl gibi Bd3 (Edirne) ve Kah (Adiyaman) aksesyonlarinin ortak genler tasidiklari i¢in
birbirine en yakin akraba olmasi verilebilir. Bir diger 6nemli nokta ise ayni1 cografik bdlgeye ait
genotipler farkli gruplarda yer alabilir veya heriki gruba ait genetik dzellikler tagiyabilir. Ornegin
Balikesirden topalanan Bd 97 aksesyonuna ait genotipler birinci, ikinci grup ve her iki gruba ait
genetik 6zellikler tasimaktadir. Bu durum cografik bolge igerisinde genetik cesitlilik oldugunu
gosterir. Distefano ve ark. (2013) Sicilya, Apulia, Akdeniz ¢evresi, Amerika ve Avustralya’ya ait
113 badem aksesyonu ile yaptiklari ¢alismada K degerini 10 olarak belirlemislerdir. Bazi
gruplara fazla miktarda yabanci katilim oldugu i¢in bu gruplarin cografik koken hakkinda bir
bilgi vermedigini agiklamislardir. Caligmalarinda bizim de belirledigimiz gibi her cografi bolge

igerisinde onemli derecede genetik ¢esitlilik goriildiiglinii aciklamiglardir.

Sonug olarak Faktoriyel Benzerlik Analizi, NJ dendogrami ve model-based Bayesian
analizi ile elde edilen veriler birbirini desteklemektedir. Buna gore aynmi cografik bolgeden
toplanan ornekler genetik benzerlik bakimindan farkli gruplarda yer alabilecegi, orneklerin
toplandig1 cografi bolge ile genetik ¢esitlilik arasinda anlamli bir iligki bulunmadigi belirlenmistir.
Ayni zamanda cografi bolge icerisinde de genetik cesitliligin 6nemli diizeyde oldugu tespit
edilmistir. Vogel ve ark. (2009) ile Mur ve ark.’nin (2011b) yapmis oldugu calismalar da elde
edilen veriler sonuglarimizi desteklemektedir. Distefano ve ark. (2013) bu durumun gen havuzlari
arasinda gergeklesen gen alig verisinden ( insan, hava sartlar1 veya diger faktorler sayesinde

tohumlarin tasinmasi, dollenme....) kaynaklandigin1 bildirmektedir.
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4.4. Korelasyon Analizi

Cekirdek DNA miktari, rakim ve morfolojik 6zellikler arasindaki iliskiyi degerlendirmek
amaciyla Korelasyon Analizi yapilmistir (Cizelge 4.19).

Yapilan korelasyon analizine gore rakimdaki degisiklik ile c¢ekirdek DNA igerigi (-
0,453**) ve ¢imlenme siiresi (-0,363**) arasinda negatif korelasyon, bin tane agirligi (0,388**)
ve bitki goriiniimii ( 0,322*) arasinda ise pozitif korelasyon oldugu belirlenmistir. Rakim arttik¢a
bitkilerde boy ve bin tane agirlig 6nemli derecede yiikselmektedir. Buna karsilik rakim degeri

artttkca DNA igerigi ve ¢imlenme siiresi azalmaktadir.

Rakim ile c¢ekirdek DNA igerigi/genetik cesitlilik arasindaki iliskiyi aragtirmak amaciyla
B. distachyon ve diger tiirler lizerinde ¢ok sayida c¢alisma yapilmis ve farkli sonuglar elde
edilmistir. Picea glauca (Teoh ve Rees 1976) ve Vicia faba (Ceccarelli ve ark. 1992 ) ile yapilan
calismalarda yiikseklik ile cekirdek DNA icerigi arasinda 6nemli bir iligski olmadig1 agiklanmistir.
Dactylis glomerata ile ¢alisan Creber ve ark. (1994 ) C-DNA degeri ile yiikseklik arasinda
anlamli bir negatif korelasyon bulundugunu, Oney (2013) ise Brachypodium distachyon
aksesyonlarinda 0-300 m’ye kadar genom biiyiikligii ile ylikseklik arasinda pozitif korelasyon
oldugunu ancak 300m’den sonra negatif korelasyon goriildiigiinii rapor etmislerdir. Korelasyon
analizi ile belirlenen yiikseklik ile ¢ekirdek DNA miktar1 arasindaki negatif korelasyon literatiir
ile desteklenmektedir. Ancak bitkinin toplandig1 lokasyonun sahip oldugu yiikseklik ve iklim
kosullarinin genom hacmi iizerine olan etkisi bugiin hala tartisilmaktadir (Bennett ve Leitch 1995,
Greilhuber 1998, Bennett ve ark. 2000, Greilhuber 2005).

Oney ( 2013) yaptig1 ¢alismada yiikseklik artisi ile bitki boyu arasinda hem negatif hem
de pozitif bir korelasyon oldugunu, 0-600 m arasinda bitki boyu artarken, 600-900 m arasinda
yiikseklik artikca bitki boyunun azaldigii, 900 m’den sonra bitki boylarimin tekrar arttigim
aciklamistir. Ayrica ylikseklik ile basak ve basake¢ik sayisi arasinda negatif korelasyon
bulundugunu bildirmistir. Yapilan ¢alismada yiiseklikteki degisiklikler ile bitki boyu basakgik

sayis1 arasinda anlamli bir iligki tespit edilmemistir.
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Cizelge 4.19. DNA, rakim ve morfolojik 6zellikler arasindaki korelasyon. Rakim (m), DNA (pg/2C), BB:Bitki boyu (cm), BYB: Bayrak yaprak ayast boy(cm),
BYE: Bayrak yaprak ayasi en (mm), BA: Bitki Agirligi (biomas) (g), BSS:Basakli sap sayisi (tane), BSZSS: Basaksiz sap sayisi (tane), BCS:
Basakgik sayisi (tane), TS:Tohum sayisi (tane), TA: Tohum agirligi (g), BTA:Bin tane agirligi (g), CMS:Cimlenme siiresi (giin), BS: Basaklanma

stiresi (giin), CCS:Cigeklenme siiresi (giin), BG:Bitki goriniisii (1-5), BR: Bitki rengi (1-3), BT:Bitkideki tiiyliiliik derecesi (1-3)
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Cok sayida arastirict ylikseklik artisi ile tohum iiretimi ve biomas arasinda negatif
korelasyon bulundugunu rapor etmistir (Moles ve Westoby 2003, Bu ve ark. 2007, Hui ve ark.
2012). Diger taraftan Pluess ve ark. (2005) yapilan ¢alismalar sonucunda tiir iginde ve tiirler
arasinda yiikseklik artisina paralel olarak tohum veriminin de arttigin1 vurgulamaktadirlar. Bazi
caligmalarda ise yiikseklik artis1 ile tohum verimi arasinda hi¢bir varyasyonun bulunmadig:
belirtilmektedir (Guo ve ark 2010, Oney 2013). Calismada tespit edilen yiikseklik ile bin tane
agirhig1 arasindaki pozitif korelasyon literatiirler ile desteklenmekte ve yiikseklik arttikca tohum

veriminin arttigini ifade etmektedir.

Cekirdek DNA igeriginin bayrak yaprak ayasi boyu (-0,349**), bayrak yaprak ayas1 eni (-
0,402**), bitkinin sahip oldugu tohum agirlig1 ( -0,381**), bin tane agirhig: (-0,480**) ve bitki
goriiniisti (-0,334%*) Gzellikleri ile negatif, ¢imlenme siiresi (0,384**), basaklanma siiresi
(0,401*%*) ve giceklenme siiresi (0,410**) ile pozitif korelasyona sahip oldugu belirlenmistir. Bu
durum bitkinin sahip oldugu ¢ekirdek DNA miktar1 artarken, bayrak yapragi ayasi boyu, bayrak
yaprak ayasi eni, tohum agirligi, bin tane agirhi@i ve bitki goriiniisii degerlerinde azalmalar
oldugunu ifade etmektedir. Bu o6zelliklerin negatif etkilenmesi direk olarak bitki verimini de
olumsuz etkilemektedir. Cevre faktorleri ve genotipin verimin olusumundaki paylarinin tespit
edilmesi 1slah ¢alismalarinda biiyiik 6nem tasimaktadir. Ayrica ¢ekirdek DNA igerigi ile negatif
korelasyona sahip olan Ozelliklere bakildiginda DNA miktar1 arttikca vejetasyon siiresinin
uzadig1 anlagilmaktadir.

Genetik c¢esitlilik ile morfolojik 6zellikler arasindaki iligkiyi arastirmak igin bir¢ok
calisma yapilmistir. Bu ¢aligmalarda genetik cesitliligin c¢iceklenme zamani, tohum biiytikligi,
basakcik ¢ikarma tarihi, kok basina internod sayisi, yaprak uzunluklari, bitkinin sekli (form),
toplam dal sayisi, kuru madde miktari, tohum verimi, basak ve basak¢ik sayisi gibi {iriin
Ozelliklerinde 6nemli dogal varyasyonlara neden oldugu bildirilmektedir (Opanowicz ve ark 2008,
Filiz ve ark. 2009,Vogel ve ark. 2009,Vogel ve Bragg 2009, Hilde ve ark. 2011, Neji ve
ark.2011). Jaroszewich ve ark. (2012) yaptig1 ¢alismada bu ¢alismada oldugu gibi genetik yapr ile
bitkilerin vejetasyon siireleri ve Ozellikle ciceklenme periyotlar1 arasinda anlamli bir iligki
bulundugunu, tespit edilen varyasyonlarin tiire dogal seleksiyon sirasinda avantaj sagladigini

belirtmislerdir.
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Korelasyon analizine gore bitki boyu ile bayrak yaprak ayasi boyu (-0,349%*), bayrak
yaprak ayasi eni (-0,402**), tohum agirhigi (-0,381**), bin tane agirhg (-0,480**), ¢imlenme
stiresi (0,384**), basaklanma siiresi (0,401**), ¢igeklenme siiresi (-0,481**), bitki goriiniisii
(0,879**) ve bitki rengi (-0,499**) 6zellikleri arasinda 6nemli bir iliski bulunmaktadir. Bitki
boyu arttikga, bayrak yaprak ayasi boyu, bayrak yaprak ayasi eni, tohum agirligi, bin tane
agirh@inin azalmasi bitki verimini ve hayvanlar i¢in besin degerini azaltmaktadir. Tohum ve
yapraklar hayvanlarin beslenmesinde, biyolojik yakit elde edilmesinde 6nemli bir yere sahip
oldugu i¢in bu amagla yapilacak ¢alismalarda kisa boylu populasyonlar tercih edilmelidir. Bitki
boyu ile cigceklenme siiresi arasindaki negatif korelasyon kisa boylu bitkilerin daha kisa zamanda
ciceklenmeye bagladigini. bu bitkilerin erkenci 6zellikte oldugunu gostermektedir. Bitki boyu
arttikga, ¢imlenme siiresinin (0,384**), basaklanma siiresinin (0,401**) ve bitki goriiniisii
degerlerinin de (0,879**) arttig1 goriilmektedir. Cimlenme siiresinin ve basaklanma siiresinin

artmasi vejetasyon sliresini uzatacagindan istenmeyen bir 6zelliktir.

Bayrak yaprak ayasi boyu ile bayrak yaprak ayasi eni (0,887**), bitki agirligi ( biomas)
(0,524**), basakli sap sayis1 (-0,481**), basaksiz sap sayisi (-0,312*), tohum sayis1 (-0,351%),
tohum agirhigr (0,724**), bin tane agirhigi (0,642**), ¢cimlenme siiresi (-0,348*), basaklanma
stiresi (-0,906**), ci¢eklenme siiresi (-0,903**) ve bitki gortiniisti (0,541**) 6zellikleri arasinda
onemli bir iligki bulundugu tespit edilmistir. Bayrak yaprak ayasi boyu artarken, bayrak yaprak
ayasi eni, bitki agirligi, tohum agirh@ ve bin tane agirliginin artmasi, basaksiz sap sayisi,
¢imlenme, ¢igeklenme ve basaklanma siirelerinin azalmasi tohum ve besin {iretimi ile biyolojik
yakit elde edilmesi igin aranilan ozelliklerdir. Ancak bayrak yaprak ayasi boyu arttik¢a basakli
sap sayisi ile tohum sayisinin olumsuz etkilenmesi istenmeyen ozelliklerdir. Neji ve ark. (2011)

yaptiklari ¢alismada yaprak boyunun lokasyona gore degistigini bildirmektedirler.

Bayrak yaprak ayasi enindeki degisiklikler ile bitki agirligi (0,546**), basakli sap sayisi (-
0,574**), basaksiz sap sayist ( -0,380**), tohum sayisi (0,308%), tohum agirlig1 (0,803**), bin
tane agirhigt (0,750**), ¢imlenme siiresi (-0,467**), bagaklanma siiresi (-0,879**), ¢igeklenme
stiresi (-0,883**) ve bitki goriiniisii (0,576**) 6zellikleri arasinda 6nemli bir iliski bulunmakta
olup negatif ve pozitif korelasyonlar goriilmektedir. Bayrak yaprak ayasi eninin bu 6zellikler

tizerine etkisi, bayrak yaprak ayasi boyunun etkisi ile hemen hemen aynidir. Aradaki tek fark
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bayrak yaprak ayasi boyu artarken tohum sayisi azalmakta, fakat bayrak yaprak ayasi eni artarken

tohum sayis1 da artmaktadir. Bu durum bitki verimi agisindan 6nemli olup istenilen bir 6zelliktir.

Bitki agirligmin (biomas), basakgik sayist (0,551**), tohum sayis1 (0,688**), tohum
agirhgr (0,718**), bin tane agirhigi (0,457**) ve bitki goriiniisii (0,529%*) 6zellikleri arasinda
pozitif korelasyon goriiliirken; ¢imlenme siiresi (-0,315*), basaklanma stiresi (-0,455*%),
ciceklenme siiresi (-0,468**) ve bitki rengi (-0,399**) 6zellikleri ile ise negatif korelasyona sahip
oldugu belirlenmistir. Bitki agirliginin artmasina bagl olarak basakgik sayisinin, tohum sayisinin,
tohum agirligi ve bin tane agirliginin artmasi, ¢imlenme, basaklanma ve ¢igeklenme siiresinin
azalmas1 kisa zamanda verimli bitkiler elde etmek i¢in istenilen Ozelliklerdir. Tohum verimi
yiiksek, bitki gorlinlisii iyi, kisa zamanda yetistirilebilecek popiilasyonlar arantyorsa, bitki agirligi

yiiksek olan popiilasyonlar tercih edilmelidir.

Basakl1 sap sayisi ile basaksiz sap sayisi (0,599%), tohum agirligi (-0,426**), bin tane
agirhigr (-0,460**), basaklanma siiresi (0,497**), ¢igeklenme siiresi (0,492**), bitki goriiniisi (-
0,322**) ozellikleri arasinda 6nemli bir iliski oldugu saptanmistir. Basakli sap sayisi arttikca
basaksiz sap sayisi, basaklanma siiresi Ve ¢igeklenme siiresinin arttigi, tohum agirligi ve bin tane
agirhiginin ise azaldigr goriilmektedir. Bir bitkide basakli sap sayisi arttikga tohum verimin
diismesi ve vejetasyon siiresinin artmast 1slahgilar tarafindan pek tercih edilmeyen bir durumdur.
Basakli sap sayisinin fazla olmasi istenir, ancak dnemli olan bagsaklardaki tanelerin gelismesi ve

olgunlagmasidir.

Basaksiz sap sayisinin da basakli sap sayist gibi tohum agirligi (-0,429**), bin tane
agirligi (-0,465**) ve bitki goriiniisii (-0,475**) 6zellikleri ile arasinda negatif, basaklanma siiresi
(0,357*) ve ¢iceklenme siiresi (0,361%) dzellikleri ile ise pozitif korelasyon oldugu goriilmektedir.
Basaksiz sap sayisimin fazla olmasi istenmeyen bir oOzelliktir. Bitki tohum olusturmak,
basakciklarin gelismesini saglamak, kisaca bitki verimini arttirmak i¢in kullanacagi enerji ve

maddeleri bu saplar kullanmakta ve bitkiyi olumsuz etkilemektedir.

Basakgik sayisi ile tohum sayisi ( 0,674**) ve tohum agirligr (0,344%) 6zellikleri arasinda
pozitif korelasyon bulunurken, ¢imlenme siiresi (-0,370**) ile negatif korelasyon goriilmektedir.

Bu negatif korelasyon bitki icin avantaj bir 6zelliktir. Kisa siirede ¢imlenen ve bol miktarda
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basakeik olusturan bitkiler 1slahgilar tarafindan tercih edilir. Islah ¢alismalarinda basakeik sayist

fazla olan aksesyonlar secilmelidir.

Tohum sayisinin tohum agirligi (0,545**) ve bitkideki tiyliilik derecesi (0,285%*)
ozellikleri ile pozitif korelasyona sahip iken basaklanma siiresi ( -0,303*) ve gigeklenme siiresi (-
0,302*) ozellikleri ile negatif korelasyona sahiptir. Tohum sayisi fazla olan bitkilerin tohum
agirliklarimin diger aksesyonlardan fazla olmasi gayet dogaldir. Diger ozelliklerin pek etkisi
bulunmadig: bitkideki tiily miktari ile tohum saysmin iliskili olmas1 dikkat ¢ekmektedir. Tiiy
miktar1 diger aksesyonlara gore fazla olan bitkiler daha fazla sayida tohum olusturmaktadir.
Tohum sayis1 fazla olan aksesyonlarin bagsaklanma ve ¢igeklenme siirelerinin kisa olmasi 6nemli

bir avantajdir.

Yapilan korelasyon analizinde bitkinin sahip oldugu tohum agirligi arttikca bin tane
agirh@inin (0,847**) arttigr ve bitki goriiniisiiniin de (0,642*%*) olumlu yonde etkilendigi
goriilmektedir. Tohum agirligr arttikga ¢imlenme siiresi (-0,561**), basaklanma siiresi (0-.802**)
ve ¢igeklenme siiresinin (-0,816**) kisalmas1 vejetasyon siiresini kisaltacagi igin istenilen
ozelliklerdir.VVogel ve ark.(2009) yaptiklar1 ¢alismada bitkilerin sahip oldugu tohum agirliginin
lokasyona gore de degistigini bildirmektedirler.

Korelasyon analiz tablosuna bakildiginda bin tane agirliginin sadece bitki goriiniisii
(0,638**) ile pozitif korelasyona, ¢imlenme siiresi (-0,562**), basaklanma siiresi (-0,762**) ve
cigeklenme siiresi (-0,782**) o6zellikleri ile negatif korelasyona sahip oldugu goriilmektedir. Bin
tane agirli1 fazla olan aksesyonlar digerlerine gore daha dikkat ¢ekicidir. Ayrica bin tane agirlig
fazla olan aksesyonlarin diger aksesyonlara gore daha kisa silirede ¢imlenip basaklanmasi ve
cicek olusturmasi kisa zamanda bol iiriin elde edilebilmesi i¢in yapilan calismalarda aranilan

ozelliklerdir.

Cimlenme siiresi uzun olan aksesyonlara ait bitkilerin tiiy miktarlarinin az (-.397*%*),
basaklanma siiresi ( 0,483**) ve ¢igeklenme siirelerinin (0,504**) uzun oldugu goriilmektedir.
Tohum sayis1 fazla. ¢imlenme zamani kisa olan bitkiler gelistirilmek isteniyorsa tiiyliiliik

derecesine bakilabilir ve tiiy oran1 fazla olan aksesyonlar tercih edilebilir.

Basaklanma siiresi ile ¢igeklenme siiresi (0,997**) arasinda pozitif, bitki gortintisii ( O-

518**) ile negatif korelasyon goriilmektedir. Yukaridaki degerlendirmelerde de goriilmektedir ki
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¢imlenme siiresi uzun olan aksesyonlarin genellikle basaklanma ve ¢igeklenme siireleri de uzun
olmaktadir. Bu ozelliklere sahip olan aksesyonlar 1slah g¢alismalart i¢in pek uygun degildir.
Calismalarda sonuca kisa zamanda ulasabilmek i¢in aksesyonlarin yasam dongileri kisa
olmalidir. Neji ve ark. (2011) yaptiklar1 ¢alismada basakgik olusturma siiresinin lokasyona gore

de degistigini bildirmektedirler.

Cigeklenme siiresi ile bitki goriiniisii (0,526**) arasindaki negatif korelasyon ¢igeklenme

siiresi uzun olan aksesyonlarin tam istenilen 6zellikte gelisemedigini gostermektedir.

Bitki goriiniisii ile bitki rengi (0,512**) arasindaki negatif korelasyon agik yesil renkli
aksesyonlarin koyu yesil renge sahip aksesyonlara gore daha giizel gelistiklerini bildirmektedir.
Yapilan c¢alismalarda bitkinin goriinlimiiniin aksesyonun toplandigi cografik bolgeye gore

degisiklik gosterdigi bildirmektedirler (Neji ve ark. (2011).

Yapilan analizler bitki rengi agik yesilden koyu yesile dogru gittik¢e bitkinin sahip oldugu
tily miktariin arttigini (0,467**) gostermektedir.
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4.5. Coklu Dogrusal Regresyon Analizi

Cekirdek DNA igerigi ile rakimin morfolojik 6zellikler tizerine etkisi ¢oklu dogrusal

regresyon analizi ile incelenmis ve asagidaki sonuglar elde edilmistir (Cizelge 4.20).

Cizelge 4.20. Coklu dogrusal regresyon analizi sonuglari

Morfolojik Model Standart Olmayan Katsayilar | Standart t Onemlilik
Ozellik (Regresyon) Katsayilar Derecesi
B Standart Hata | Beta (p<0,01 / p<0,05)
Bitki Boy Rakim ,000 ,000 ,158 ,957 ,344
(cm) DNA -45,450 85,826 -,088 -,530 ,599
Bayrak Yap, | Rakim ,000 ,000 -,254 -1,657 | ,105
Boy (cm) DNA -129,455 41,910 -,473 -3,089 | ,003
Bayrak Yap, | Rakim -3,372E-005 | ,000 -,053 -,346 ,731
En (mm) DNA -67,827 23,311 -,446 -2,910 | ,006
Bitki Agirligi | Rakim 8,483E-005 | ,000 ,201 1,211 ,232
(9) DNA 2,031 16,728 ,020 121 ,904
Bagakli Sap | Rakim ,002 ,001 324 2,015 ,050
Sayisi (adet) | DNA 330,688 195,685 271 1,690 ,098
Bagaksiz Sap | Rakim ,000 ,000 ,178 1,078 ,287
Sayisi (adet) DNA 99,260 69,866 ,234 1,421 ,162
Basakeik Rakim ,004 ,003 ,220 1,338 ,188
Sayisi( adet) | DNA -62,464 673,479 -,015 -,093 ,927
Tohum Rakim -,001 ,006 -,041 -,244 ,808
Sayisi( adet) | DNA 988,479 1423,360 ,116 ,694 ,491
Tohum Rakim 3,576E-005 | ,000 113 ,731 ,469
Agirhg (g) DNA -25,214 11,689 -,335 -2,157 | ,036
Bin Tane | Rakim ,000 ,000 ,213 1,476 ,147
Agirhg (g) DNA -64,831 24,352 -,385 -2,662 | ,011
Cimlenme Rakim ,000 ,000 -,222 -1,474 ,148
stiresi( giin) DNA 107,922 52,154 311 2,069 ,044
Basaklanma Rakim ,001 ,002 ,083 540 592
stiresi( giin) DNA 1090,403 373,270 ,449 2,921 ,005
Ciceklenme Rakim ,001 ,002 ,058 377 ,708
stiresi( giin) DNA 1125,262 385,680 JAAT 2,918 ,006
Bitki Rakim 9,196E-005 | ,000 ,216 1,380 174
Gorlintist
(1-5) DNA -23,998 15,914 -,235 -1,508 | ,139
Bitki Renk Rakim -2,992E-005 | ,000 -,115 -,686 ,496
(1-3) DNA -9,659 10,422 -,155 -,927 ,359
Bitki Tiiy Rakim -5,114E-005 | ,000 -,183 -1,135 | ,263
(1-3) DNA -22,716 10,765 -,340 -2,110 | ,041

Cekirdek DNA igerigi ve rakimin bitki boyu iizerine etkisi ¢oklu dogrusal regresyon

analizi ile incelendiginde istatistiki olarak dnemsiz bulunmustur.

Cekirdek DNA icerigi ve rakimin bayrak yaprak boyu lizerine etkisini degerlendirmek

amaciyla yapilan ¢oklu dogrusal regresyon analizinde rakimin bayrak yaprak ayasi boyu
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tizerindeki etkisinin istatistiki olarak dnemsiz oldugu belirlenmistir. Cekirdek DNA igeriginin ise
bayrak yaprak ayasi boyu lizerindeki etkisinin istatistiki olarak énemli oldugu ve DNA miktari

arttikca bayrak yaprak ayasi boyunun azaldigi saptanmaistir.

Rakimin bayrak yaprak ayasi eni iizerine etkisi ¢oklu dogrusal regresyon analizi ile
incelendiginde istatistiki olarak 6nemsiz bulunmustur. Cekirdek DNA igeriginin ise bayrak
yaprak ayasi eni iizerindeki etkisi istatistiki olarak Onemlidir. Cekirdek DNA igerigi arttikca
bayrak yaprak ayasi eni azalmaktadir.

Cekirdek DNA igerigi ve rakimin bitki agirligi tizerine etkisi ¢oklu dogrusal regresyon

analizi ile incelendiginde istatistiki olarak Onemsiz bulunmustur.

Rakimin basakli sap sayist lizerine etkisi ¢oklu dogrusal regrasyon analizi ile
incelendiginde istatistiki olarak ©nemli bulunmustur. Rakim arttikca basakli sap sayist da
artmaktadir. Cekirdek DNA iceriginin bagakli sap sayisi iizerine etkisi istatistiki olarak dnemsiz

bulunmustur.

Cekirdek DNA igerigi ve rakimin basaksiz sap sayisi iizerine etkisi ¢oklu dogrusal

regresyon analizi ile incelendiginde istatistiki olarak 6nemsiz bulunmustur.

Cekirdek DNA icerigi ve rakimin basakg¢ik sayisi lizerine etkisi ¢oklu dogrusal regresyon

analizi ile incelendiginde istatistiki olarak 6nemsiz bulunmustur.

Aksesyonlarin sahip oldugu tohum sayisi iizerine rakim ve ¢ekirdek DNA igeriginin etkisi
¢oklu dogrusal regresyon analizi ile incelendiginde istatistiki olarak  Gnemsiz
bulunmustur.Yiiksek tane verimi ve Kkalite Ozelligi biiylik Olclide hava kosullarindan
etkilenmektedir. Farkli cografik bolgelerden toplanan hatlarin ayni genom biiyiikliigiine sahip
bireylerinde dahi farkli morfolojik yap1 gostermeleri tohumlarin, iklim, bagil nem, yiikseklik,
enlem- boylam, bulundugu ortamin flora ve fauna yapisina bagl olarak ortama adaptasyonundan

kaynaklanmaktadir

Rakimin bitkinin sahip oldugu tohum agirlig1 iizerine etkisi ¢oklu dogrusal regresyon
analizi ile incelendiginde istatistiki olarak 6nemsiz bulunmustur. Cekirdek DNA igeriginin tohum
agirlig lizerine etkisi ise istatistiki olarak onemlidir. Cekirdek DNA icerigi arttik¢a bitkinin sahip

oldugu tohum agirlig1 azalmaktadir.
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Cekirdek DNA igeriginin bin tane agirlig1 tizerine etkisi ¢oklu dogrusal regresyon analizi
ile incelendiginde istatistiki olarak onemli bulunmustur. Cekirdek DNA igerigi arttik¢a bin tane
agirligi azalmaktadir. Rakimin bin tane agirligi iizerine olan etkinin istatistiki olarak onemsiz

oldugu belirlenmistir.

Rakimin tohumlarin ¢imlenme siiresi iizerine etkisi ¢oklu dogrusal regresyon analizi ile
incelendiginde istatistiki olarak 6nemsiz bulunmustur. Cekirdek DNA igeriginin ¢imlenme siiresi
tizerine etkisi ise istatistiki olarak dnemlidir. Cekirdek DNA igerigi arttik¢ca ¢imlenme siireside

artmaktadir.

Cekirdek DNA igeriginin basaklanma siiresi lizerine etkisi ¢oklu dogrusal regresyon
analizi ile incelendiginde istatistiki olarak onemli bulunmustur. Cekirdek DNA igerigi arttikca
basaklanma siiresi de artmaktadir. Rakimin basaklanma siiresi lizerine olan etkinin istatistiki

olarak dnemsiz oldugu belirlenmistir.

Cekirdek DNA igeriginin ¢iceklenme siiresi iizerine etkisi ¢oklu dogrusal regresyon
analizi ile incelendiginde istatistiki olarak onemli bulunmustur. Cekirdek DNA igerigi arttikca
ciceklenme siiresi de artmaktadir. Rakimin c¢iceklenme siiresi iizerine olan etkinin istatistiki

olarak 6nemsiz oldugu belirlenmistir.

Cekirdek DNA igerigi ve rakimin bitki goriinlisii ile bitki rengi 6zellikleri tizerine etkisi

coklu dogrusal regresyon analizi ile incelendiginde istatistiki olarak 6nemsiz bulunmustur.

Cekirdek DNA igeriginin bitkideki tiiyliilik derecesi iizerine etkisi ¢oklu dogrusal
regresyon analizi ile incelendiginde istatistiki olarak 6nemli bulunmustur. Cekirdek DNA igerigi
arttikga bitkideki tiiyliiliik derecesi azalmaktadir. Rakimin bitkinin tiiyliiliik 6zelligi iizerine olan

etkisinin ise istatistiki olarak 6nemsiz oldugu belirlenmistir.
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Sekil 4.11. Cekirdek DNA igerigi — rakim regresyon egrisi

Yapilan regresyon analizi sonucunda Sekil 4.11°deki grafik incelendiginde ¢ekirdek DNA
igerigi ile rakim arasindaki iligkinin ters yonde oldugu goriilmiistiir. Yani bir diger deyisle rakim
arttikca ¢ekirdek DNA miktar1 azalmaktadir. Regresyon katsayist Y=0,75 + 1,9 E-6* x olarak
belirlenmigtir. Elde edilen katsay1 rakimdaki (x) bir birimlik artisin ¢ekirdek DNA miktarinda 0,
000019 pg/2C’lik azalmaya neden oldugunu gostermektedir. Calismada yer alan Orneklerin
onemli bir kism1 (29 aksesyon) 300 m’nin altindaki yiiksekliklerden toplandigi i¢in ¢ekirdek
DNA igeriginin bir miktar yliksek bulunmasi dogaldir. Daha yiliksek alanlardan toplanmis
orneklerin agirlikli oldugu calismalarda ¢ekirdek DNA igerigi daha diisiik degerlere sahip olabilir.
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5. SONUC

Namik Kemal Universitesi Ziraat Fakiiltesi Tarla Bitkileri Béliimiindeki koleksiyonda
bulunan tilkemizin farkli cografik bolgelerinden toplanmis 59 Brachypodium aksesyonunun Flow
sitometri ile yapilan g¢ekirdek DNA analizleri sonucunda 48 aksesyonun B. distachyon, 11
aksesyonun ise B. hybridum oldugu belirlenmistir. B. distachyon aksesyonlarinda genetik
cesitliligi belirlemek amaciyla morfolojik ve molekiiler karakterizasyon ¢alismalar1 yapilmuistir.
Morfolojik incelemeler ile molekiiler incelemelerden elde edilen sonuclar asagida 6zetlenmistir.

Aksesyon i¢i genetik c¢esitliligi belirlemek amaciyla 17 morfolojik 6zellik incelenmistir.
Yapilan oOlgiimler sonucunda aksesyonlarin bitki boylarmin 24,7 cm (11-43 cm) oldugu
belirlenmistir. B. distachyon aksesyonlarinin bayrak yaprak ayasi boylarinin 5,6 cm (2- 11,5 cm),
bayrak yaprak ayast eninin ise 4,5 mm (2-7 mm) oldugu hesaplanmistir. Aksesyonlar
olgunlastiktan sonra yapilan 6l¢iimlerde (kok harig) biyokiitlenin 4,5 g (1,18- 8,94 g) oldugu
belirlenmistir. Calismada aksesyonlarin sahip oldugu basakli sap sayisinin 34 (4-135) adet,
basaksiz sap sayisinin 4 (0-65) adet, bitki basina basak¢ik sayisinin 111 (10-403 ) adet , bitki
basina tohum sayisinin ortalama 372 (36- 853) tohum/ bitki oldugu goriilmiistiir. Bitkilerin sahip
oldugu tohum agirliginin 1,95 g (0,5 2,569), bin tane agirliginin ise 5,12 g (2,62 — 11,01 g)
oldugu belirlenmistir.

B. distachyon aksesyonlarina ait tohumlar ekildikten sonra yapilan gozlemler sonucunda
tohumlarin 15 (14-40) giinde ¢imlendikleri tespit edilmistir. Ayrica bitkilerin basak ¢ikarma
stiresi 125 (88-178) giindiir. Bitkilerin ¢igceklenme siiresinin 136 giin (100-187) oldugu
belirlenmistir.

Yapilan gozlemler sonucunda bitki goriiniisiiniin ortalama 4 (2-5) degerinde oldugu
gorlilmiistiir. Bitki renginin ise 2 (1-3) degerinde olmasi aksesyonlarin genellikle yesil renkte
oldugunu ifade etmektedir. Bitkilerdeki tiyliilik derecesi 2 (1- 3) olarak belirlenmis olup
bitkilerin genellikle tiiylii oldugu tespit edilmistir. Yapilan gozlemler sonucunda B. distachyon
aksesyonlarinin bitki goriiniisiiniin genellikle dik formda oldugu, ancak bazi1 aksesyonlarin yatik
ve yar1 dik formlara sahip olduklar1 belirlenmistir

Morfolojik 6zelliklerin gozlem ve Olglimlerinden elde edilen veriler genel olarak
degerlendirildiginde baz1 aksesyonlarm (Bd92, Bd100, Bis, Gaz, Kah) belirli o6zellikler
bakimindan (biyokiitle, tohum sayisi, tohum ve bin tane agirligi, vejetasyon siiresinin kisa

olmasi...) diger aksesyonlara gore On plana c¢iktig1 goriilmektedir. Diger taraftan bazi
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aksesyonlarin (Bd41, Bd3, Bd4, Bd1l) bu ozellikler bakimindan sahip olduklari degerlerin
ortalamanin oldukga altinda olmasi da dikkat ¢cekmektedir.

Molekiiler analizler iki asamada gerceklestirilmistir. Ilk olarak her aksesyondan 10 bitki
alinarak Flow sitometri ile gekirdek DNA analizleri yapilmistir. Yapilan hesaplamalar sonucunda
B. distachyon aksesyonlarina ait bitkilerin ¢ekirdek DNA igeriklerinin 0,743 pg/2C (0,734-0,753
pg/ 2C), B. hybridum aksesyonlarina ait bitkilerin ise 1,431 pg/2C (1,417-1,451 pg/2C) oldugu
belirlenmistir.

Elde edilen veriler incelendiginde genom boyutlarida B. distachyon’da tiir i¢i (0,734—
0,753 pg/2C), B. distachyon (0,743 pg/2C) ve B. hybridum (1,431 pg/2C) arasinda tiirler arasi
varyasyonlar tespit edilmistir. Yapilan analizler sonucunda aksesyonlarin g¢ekirdek DNA
iceriklerinde goriilen varyasyonlar ile toplandiklari cografi bolgeler arasinda anlamli bir iligki
oldugu belirlenmistir.

Aksesyonlarin  belirlenen ¢ekirdek DNA igerikleri dikkate alinarak dendogram
hazirlanmistir. Hazirlanan dendogram incelendiginde aksesyonlarin 2 gruba ayrildigi gorilmistiir.
Gruplar incelendiginde ayn1 alt gruplarda yer alan aksesyonlarin birgok morfolojik 6zelliklerinin
ortak oldugu belirlenmistir. Morfolojik 6zelliklerin incelenmesinden sonra olumlu 6zellikleri ile
dikkat ¢eken aksesyonlarin ayni grupta ve olumsuz ozellikleri ile dikkat ¢eken aksesyonlarin da

birbirleri ile ayn1 grupta yer aldiklarr goriilmiistiir.

Molekiiler analizlerin ikinci agamasinda 32 B. distachyon aksesyonuna ait 142 birey ile 11
SSR  primeri kullanilmis ve 99 allel saptanmistir. Primer basina allel sayisinin 3-15 arasinda
degistigi, belirlenen bolgelere gore ortalama allel sayisinin 1. Bolge’da 13,67 allel/ bolge , 2.
Bolge’da ise 11 allel/ bolge oldugu goriilmiistiir. En ¢ok allelin ALB050 primerinde (15 allel) ve
en az allelin ise ALB087 primerinde (3 allel) goriildiigii tespit edilmistir. Calismada belirlenen
allellerin timii (95 allel) polimorfik 6zellikte oldugu i¢in polimorfizm orant %100, allelik
zenginlik (Na) ise 6,302 (3,00-9,734 ) olarak hesaplanmistir. Kullanilan SSR’larda yaklagsik allel
uzunlugu 150 bg ile 385 bg arasinda degismis olup allel biiyiikliigii bakimindan en uzun allel 385
bg ile ALB0O06 primerinden, en kisa ise 150 b¢ uzunlugu ile ALBO30 primerinden elde edilmistir.

Calismada kullanilan 11 mikrosatellit bolgesindeki gen ¢esitliliginin 0,645 (0,413-0,870),
gozlenen (Hp) ve beklenen (He) heterozigotluk diizeylerinin sirasi ile 0,0116 ile 0,0366 ve

0,4111 ile 0,8645 degerleri arasinda degistigi belirlenmistir. Heterozigotluk degerlerinin ¢ok
diisiik olmasi, sadece 3 primerde (ALB030, ALB050, ALB001) heterozigot bireylerin goriilmesi,
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gozlenen ve beklenen heterozigotluk diizeyleri arasinda fazla miktarda farkliklik bulunmasi daha
oncedeki ¢aligmalarda da belirtildigi gibi B. distachyon’un kendi kendini déllemesinden ve dogal
aksesyonlarda homozigot 6zelligin yiiksek olmasindan kaynaklanmaktadir.

Bu calismada ayrica 50 6zgiin allel belirlenmistir. Ancak belirlenen standartlara gore 50
Ozglin allelin 16’s1 bolgelerin belirlenmesinde belirte¢ olarak kullanilabilecektir. Bu belirteg
Ozgln allellerin 9’u 1. Bolge’ye, 7’si 2. Bolge’ye ozgiidiir.

Bolgeler i¢in hesaplanan genetik farklilik (Fst) degeri (0,19324) istatistiki olarak 6nemli
(P<0,001) olup, 0,15- 0,25 arasinda yer aldigi igin bolgeler arasinda biyiik bir genetik
farklilagsma oldugunu gostermektedir.

Ortalama PIC degeri 0,60 olup, en diistik 0,35 ile ALB311 primerinde (1. Bolge grubu),
en yiiksek ise 0,84 ile ALB165 primerinde (1. Bolge grubu) elde edilmistir. Genetik ¢esitlliligin
degerlendirilmesinde 6nemli bir belirte¢ olan PIC degerinin 0,60 olmasi aksesyonlar arasinda
genetik c¢esitlilik oldugunu gostermektedir.

Aksesyon i¢inde farkli genotipe sahip bireylerin belirlenmesinde ayrimlama giicii (PD)
degeri kullanilmaktadir. Her bir primer igin hesaplanan PD degerlerinin 0,41 (ALB311 primeri)
ile 0,86 (ALB165 primeri ) arasinda degistigi goriilmistiir.

Nei’nin standart genetik uzaklik metoduna gore genetik uzaklik 0,590 olarak
hesaplanmigitr. Genetik uzaklik sonuglarina gore hazirlanan dendogramda 6rneklerin genetik
cesitlilik bakimindan 2 grup olusturdugu goriilmiistiir. incelenen rnekler genetik benzerliklerine
gore dendogramda ayni grupta yer almaktadir. Buna gore BL14, BL13, BL15, BL17, BL19 ile
ED1 ve AD1 bireyleri en uzak akrabadir. Bu bireylerin ait oldugu aksesyonlara bakildiginda
Bd94 ile Bd3 ve Kah. Aksesyonlarimin genetik agidan birbirine uzak, Bd3 ile Kah
aksesyonlarinin birbirine yakin akraba oldugu goriilmektedir. Akrabalik acisindan uzak olan

diger 6rnekler ise NV3 (Bd85) ile Bd68 (CN3) ve Bd81 (CN14, CN16) seklinde siralanabilir.

Gruplar incelendiginde ayni aksesyona ait yani aymi cografik bolgeden toplanan
orneklerin farkli gruplarda yer aldigi, farkli bolgelerden toplanan Orneklerin ayni grupta yer
alabildigi goriilmektedir. Bu durum aksesyonlar arasinda ve aksesyon icinde genetik cesitlilik
oldugunu, goriilen genetik ¢esitlilik ile 6rneklerin toplandig1 cografi bolge arasinda anlamli bir

iliskinin bulunmadigini1 géstermektedir.
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Calismada bireyler arasindaki akrabaligi arastirmak ve ¢ok boyutlu ortamda bireylerin
birbirine yakinligint gorebilmek igin hazirlanan Faktoriyel Benzerlik Analizi Grafigi
incelendiginde, aksesyonlarin iki ana gruba ayrildigi, ancak gruplar arasinda tam olarak kesin bir
sinirin bulunmadigi, arada her iki gruba ait bireylerden olusan bir ara grup ve diger 6neklerden
uzaklagmis iki bireyden olusan kiiclik bir grup bulundugu goriilmiistiir. Bu durum o6rneklerin
toplandig1 cografi bolge ile genetik g¢esitlilik arasinda anlamli bir iliski bulunmadigin

desteklemektedir.

Genetik yapiyr incelemek ve farkli genetik yapidaki bireyleri tespit etmek amaciyla
yapilan model-based Bayesian analizinde de genotipler 2 gruba ayrilmis, ancak diger gruba
katilm yapan ve her iki grubun O6zelligini tasiyan genotipler belirlenmistir. Buna gore ayni
cografik bolgeden toplanan Ornekler genetik benzerlik bakimindan farkli gruplarda yer
alabilecegi, orneklerin toplandigi cografi bolge ile genetik cesitlilik arasinda anlamli bir iligki
bulunmadigi belirlenmistir. Ayn1 zamanda cografi bolge igerisinde de genetik cesitliligin 6nemli
diizeyde oldugu tespit edilmistir. Bu durumun gen havuzlar arasinda gergeklesen gen alis
veriginden (insan, hava sartlar1 veya diger faktorler sayesinde tohumlarin taginmasi, déllenme....)

kaynaklandig ifade edilebilir.

Rakim ile ¢ekirdek DNA icerigi ve ¢imlenme siiresi arasinda negatif korelasyon, bin tane

agirhigr ve bitki goriiniimii arasinda ise pozitif korelasyon tespit edilmistir.

Cekirdek DNA igeriginin bayrak yaprak ayasi boyu, bayrak yapragi ayasi eni, bitkinin
sahip oldugu tohum agirligi, bin tane agirligr ve bitki goriiniisii 6zellikleri ile negatif, ¢cimlenme

stiresi, basaklanma siiresi ve ¢igeklenme siiresi ile pozitif korelasyona sahip oldugu belirlenmistir.

Bitki boyu arttik¢a bayrak yaprak ayasi boyu, bayrak yaprak ayasi eni, tohum agirligi, bin
tane agirligi, ciceklenme siiresi ve bitki rengi degerleri azalmakta, ¢imlenme siiresi, basaklanma

stiresi ve bitki goriiniisii degerleri ise artmaktadir.

Bayrak yaprak ayasi boyu ile bayrak yaprak ayasi eni, bitki agirligi, tohum agirligi, bin
tane agirligl ve bitki gorilinlisii 6zellikleri arasinda pozitif, bagakli sap sayisi, basaksiz sap sayisi,
tohum sayisi, ¢imlenme siiresi, basaklanma siiresi ve ¢iceklenme siiresi 6zellikleri arasinda ise

negatif korelasyon oldugu belirlenmistir.
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Bayrak yaprak ayasi enindeki artiglar bitki agirligi, tohum sayisi, tohum agirligi, bin tane
agirligr ve bitki goriiniisiinii olumlu yonde etkilerken, basakli sap sayisi, basaksiz sap sayisi,

¢imlenme siiresi, basaklanma siiresi ve ¢i¢eklenme siiresini olumsuz yonde etkilemektedir.

Bitki agirlig1 ile basakg¢ik sayisi, tohum sayisi, tohum agirligi, bin tane agirligi ve bitki
gorlniisii 0zellikleri arasinda pozitif korelasyon goriiliirken; ¢imlenme siiresi, basaklanma siiresi,

ciceklenme siiresi ve bitki rengi 6zellikleri ile negatif korelasyona sahip oldugu belirlenmistir.

Basakli ve basaksiz sap sayisinin artmasi, basakli/ basaksiz sap sayisinin, bagsaklanma ve
ciceklenme sliresinin artmasina neden olurken, tohum agirligi, bin tane agirligi ve bitki goriintisii

ozelliklerine ait degerlerde azalmaya neden olmaktadir.

Basakgcik sayisi ile tohum sayist ve tohum agirligi 6zellikleri arasinda pozitif korelasyon

bulunurken, ¢imlenme siiresi ile negatif korelasyon goriilmektedir.

Tohum sayisi, tohum agirligi ve bitkideki tiiyliiliik derecesi o6zellikleri ile pozitif
korelasyona sahip iken basaklanma siiresi ve ¢igeklenme siiresi dzellikleri ile negatif korelasyona

sahiptir.

Bitkinin sahip oldugu tohum agirlig1 arttikca bin tane agirligi ve bitki goriiniisi

degerlerinin arttig1, ¢imlenme, basaklanma ve ¢igeklenme siirelerinin ise kisaldigr goriilmektedir.

Bin tane agirliginin sadece bitki goriiniisii ile pozitif korelasyona, ¢imlenme, basaklanma

ve ¢igeklenme siireleri ile negatif korelasyona sahip oldugu goriilmektedir.

Cimlenme siiresi uzun olan aksesyonlara ait bitkilerin tiiy miktarlarinin az, basaklanma ve
cigeklenme siirelerinin uzun oldugu belirlenmistir. Ayrica basaklanma siiresi ile ¢igeklenme
stiresi arasinda pozitif, bitki goriiniisii ile ise negatif korelasyon goriilmektedir. Cigeklenme siiresi
ile bitki goriliniisii arasindaki negatif korelasyon ¢iceklenme siiresi uzun olan aksesyonlarin tam
istenilen 6zellikte gelisemedigini gostermektedir. Bitki goriintisii ile bitki rengi arasindaki negatif
korelasyon agik yesil renkli aksesyonlarin koyu yesil renge sahip aksesyonlara gére daha giizel

gelistiklerini bildirmektedir.

Cekirdek DNA igeriginin bayrak yaprak ayasi boyu, bayrak yaprak ayasi eni, tohum

agirligl, bin tane agirhgi, ¢imlenme, bitkideki tliyliilik derecesi, basaklanma ve ciceklenme
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stireleri iizerindeki etkisinin istatistiki olarak 6nemli oldugu belirlenmistir. DNA miktar arttik¢a
bayrak yaprak ayasi eni ve boyu, tohum agirligi, bin tane agirhigi, bitkideki tiiyliiliikk derecesi

azalirken; ¢imlenme, basaklanma ve ¢iceklenme siirelerinin arttig1 gérilmiistiir.

Rakimin basaklt sap sayis1 lizerine etkisi coklu dogrusal regrasyon analizi ile
incelendiginde istatistiki olarak onemli bulunmustur. Rakim arttikca basakli sap sayisi da

artmaktadir.

Ayrica rakimin ¢ekirdek DNA igerigi lizerine etkisinin istatistiki olarak énemli oldugu ve

rakim arttik¢a ¢ekirdek DNA iceriginin azaldig1 goriilmiistiir.

Calismada, ilkemizin farkli cografik bolgelerinden toplanmig B. distachyon
aksesyonlarinin ¢ekirdek DNA igerikleri ve morfolojik oOzellikleri incelenmistir. Ayrica bu
aksesyonlara ait genotiplerde SSR markdrleri kullanilarak genetik gesitlilik degerlendirilmis

olup, lokasyon ile rakimin morfolojik ve genetik ¢esitlilik ile iliskisi arastirilmastir.

Caligmadan elde edilen sonuglara gore iilkemizin farkli cografik bolgelerinden
toplanarak olusturulmus olan Brachypodium distachyon genetik kaynak koleksiyonunun biiyiik
bir morfolojik ve genetik varyasyona sahip oldugu saptanmistir. Ancak yapilan istatistiksel
analiz sonuglarina gore bu varyasyon ile bitkilerin toplandig1 cografik bolge arasinda anlamli bir
baglantinin olmadigr goriilmiistiir. Bu durum kendine dollenen bir tiir olan B. distachyon
tohumlarinin Tirkiye igerisine oldukga iyi bir sekilde dagildigimi gostermektedir. Bununla
birlikte yapilan analizlerde rakim ile gekirdek DNA igerigi arasinda negatif bir korelasyonun
oldugu belirlenmistir. Bu ¢alismadan elde edilen sonuglara gore B. distachyon genetik kaynak
koleksiyonunun sahip oldugu varyasyonu temsil edecek 100 hat secilerek ileride yapilacak olan
calismalarda kullanmak amaciyla bir core koleksiyon olusturulacaktir. Core koleksiyon
tilkemizde kiiltlirii yapilan en onemli bitki gurubunu olusturan tahillar ile bugdaygil yem
bitkilerinin 6nemli baz1 karakterlerinin (hastalik ve zararlilara dayaniklilik, verim ve kalite gibi)
incelenmesi, bu karakterleri kontrol eden gen bodlgelerinin haritalanmasi, molekiiler markdrlerin
gelistirilmesi ve genlerin klonlanmasi gibi calismalarda son derece yararli olacaktir. Olusturulan
B. distachyon kolleksiyonunun bugdayin orijinlendigi cografi bolgeden olmasi koleksiyonun

Onemini daha da arttirmaktadir.
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